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Assistance a la fin de vie : 
la loi, enfin... 

Apres le classique aller-retour entre Assemblee et Senat, la refonte de la loi sur 
la fin de vie (loi Leonetti, 2005) est (enfin) parue au JO du 2 fevrier 1 , apportant 
modifications, ajouts et precisions sur les conditions de prise en charge des 
personnes en phase avancee ou terminale d’une maladie incurable, en creant 
de nouveaux droits pour les personnes en fin de vie. 

La loi introduit la sedation profonde continue jusqu’au deces -sous analgesie 
[la fin de vie doit se passer sans douleur] jusqu’a I’arret des traitements de maintien 
en vie- mise en oeuvre a la demande de patients atteints d’une affection grave et 
incurable engageant a court terme le pronostic vital. Cette sedation repond ra a 
une souffrance refractaire aux traitements, ou a un patient decidant d’arreter un 
traitement avec le risque d’endurer une souffrance extreme. On pourra recourir 
egalement a la sedation chez un patient n’ayant plus la capacite d’exprimer sa 
volonte, si I’equipe medicale, selon une procedure collegiale, decide d’arre- 
ter le traitement de maintien en vie pour eviter I’acharnement therapeutique 
[que d’autres nomment obstination therapeutique]. 

Deux autres points-cles figurent a la loi, les directives anticipees et la personne 
de confiance. 

Les directives anticipees s’imposeront au medecin, sauf en cas d’urgence vitale 
ou si elles paraissent inappropriees ou non conformes a la situation medicale. 
Le refus eventuel de les appliquer sera decide, la encore, selon une procedure 
collegiale. 

Cette decision sera inscrite au dossier medical et la personne de confiance desi- 
gnee par le patient ou, a defaut, sa famille ou ses proches, en seront informes. 
En I’absence de directives anticipees, le medecin consultera la personne de 
confiance ou a defaut un membre de la famille ou un proche si le patient est hors 
d’etat d’exprimer sa volonte, afin de connaitre son souhait relatif a sa fin de vie. 
Un decret precisera les conditions de redaction des directives anticipees et 
d’information du patient sur celles-ci. Rappel : tout sujet majeur peut rediger 
ces directives anticipees pour exprimer ses volontes pour sa fin de vie 

RFL 


1. https://www.legifrance.gouv.fr/eli/loi/201 6/2/2/AFSX1 507642L/jo/texte 


Conseil scientifique 


PRESIDENT: Paul LAFARGUE (Paris). 

BUREAU: Bruno BAUDIN (Paris), Dominique CHABASSE (Angers), Alain CHEVAILLER 
(Angers), Eric GARNOTEL (Marseille), Michele IMBERT (Creteil), Marie-Laure JOLY- 
GUILLOU (Angers), Marc MAYNADIE (Dijon), Michel SEGONDY (Montpellier). 

COMITE: 

MEMBRES FRANGAIS: Frederic BARBUT (Paris), Patrice BOUREE (Le Kremlin-Bicetre), Rene 
CHERMETTE (Maisons-Alfort), Claude GUIGUEN (Rennes), Paul HOFMAN (Nice), Frangois 
JEHL (Strasbourg), Said KAMEL (Amiens), Marie-Nathalie KOLOPP-SARDA (Lyon), Jean- 
Jacques LATAILLADE (Clamart), Jean-Philippe LAVIGNE (Nimes), Jerome LE GOFF (Paris), 
Michele MALET (Caen), Vincent MARECHAL (Paris), Denis MASSIGNON (Lyon), Thierry 
MOLINA (Paris). 

MEMBRES ETRANGERS: Smail BELAZZOUG (Algerie), Ahcene DEMBRI (Algerie), 
Hicham OUAZZANI (Maroc), Lassaad SARRAI (Tunisie), Abderrahim TAZI (Maroc). 

MEMBRES HONORAIRES: Marie-Helene BESSIERES (Toulouse), Jean-Louis KOECK 
(Bordeaux), Anne-Marie MANEL (Champagne-au-Mont-d’Or), Jean-Claude NICOLAS 
(Chatou/Princeton, USA), Michel VAUBOURDOLLE (Paris). 
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Prestations de conseil (10) 



Une thrombopenie severe, particuliere et rare 
sous heparinotherapie 


Cette femme , agee de 45 ans est porteuse d’une obesite 
morbide (IMC 40 kg/m 2 ) pourlaquelle elle a beneficie d’une 
reduction chirurgicale de I’estomac par by-pass. Une injec- 
tion unique de Calciparine a ete pratiquee a dose preventive, 
le bilan pre-operatoire etant normal (dont les plaquettes a 
270 G/L). 

A J 2, apparaissent une fievre a 39 °C, une douleur abdo- 
minale avec vomissements, une hypotension systolique a 
88 mmm Hg, une oligurie (0,45 mL/kg/h), une hemiparesie 
gauche et au plan biologique une CRP a 100 mg/L et un TP 
a 60 %. La patiente est re-hospitalisee et un scanner abdo- 
minal revele une thrombose des arteres mesenteriques et 
renales. Une bi-antibiotherapie et de la Calciparine a dose 
curative sont prescrites. 

AJ5, les plaquettes sont a 60 G/L et le biologiste interroge 
suspecte une TIH; des examens complementaires (Ac anti- 
PF4, test d’agregation) sont transmis a un laboratoire spe- 
cialise; le biologiste conseille au prescripteur I ’arret de la 
calciparine et sa substitution par du Danaparoide sodique 
(surtout pas de relai par AVK - voir discussion). 

A J 7, la thrombopenie s’accentue (30 G/L) justifiant la 
transfusion de plusieurs concentres plaquettaires; I’hemo- 
gramme revele une Hb a 105 g/L, un VGM a 86 fL et une 
CCMH a 33,3 g/dL et des schizocytes. 

A J 9, face a une nouvelle transfusion plaquettaire non 
efficace (plaquettes a 18 G/L), a la baisse de I’hemoglobine 
(70 g/L) et une creatininemie a 150 pmol/L, le dossier est revu 
en reunion collegiale car les resultats des deux examens 
complementaires precedents sont negatifs. Voir discussion. 


II n’a pas ete releve par ailleurs de purpura qui permettrait de 
discuter un PTI. Meme si la formule leucocytaire et I’age de la 
patiente ne plaident pas en faveur d’une thrombopenie d’origine 
virale, le biologiste conseille la realisation, de principe, des sero- 
logies VHB VHC, CMV et EBV, qui reviendront negatives. 

• La thrombopenie par CIVD en liaison avec un sepsis: le dosage 
confirme du fibrinogene a 4 g/L, la PCT a 0,4 mg/L, un taux de 
DDIM < a la valeur seuil et une serie d’hemocultures negatives 
ne sont pas en accord avec les signes cliniques (fievre, oligurie, 
insuffisance renale aigue post intervention chirurgicale et CRP 
a 100 mg/L). 

• La thrombopenie induite par I’heparine de type I (voirencadre 1), 
dont I’incidence (1 0 a 30 % pour les heparines non fraction nees), 
tres superieure a celle de type II est de survenue precoce (< 5 j 
apres I’injection), reste moderee (autour de 100 G/L) et n’induit 
pas de thrombose. Ces 3 criteres ne sont pas retrouves chez 
cette patiente. 


AJ 11, suite a I’ aggravation du deficit neurologique, I’angio- 
graphie revele une thrombophlebite cerebrate. 


Discussion 


De la reunion multidisciplinaire, et du retour des differents resultats 
de biologie, il ressort que les hypotheses diagnostiques suivantes 
sont ecartees: 

• La pseudo thrombopenie artefactuelle (EDTA): absence d’agre- 
gats verifiee sur frottis et numeration en prelevement capillaire 
(Unopette) et controle en tube citrate, 

• La thrombopenie allo-immune: aucune transfusion de CPA ou 
CPS anterieure n’est notee, 

• La thrombopenie d’origine centrale: aucune anomalie de la lignee 
blanche, aucune pan-cytopenie n’a ete observee a I’hemogramme 
et la thrombopenie est survenue de fagon brutale et isolee. 
De plus, le resultat du dosage de la Vit B12 est normal. 

• Les thrombopenies allergique, auto immune ou virale: des trai- 
tements par thiazidiques, penicilline et digoxine connus pour 
etre responsables de thrombopenies concernent cette patiente, 
mais aucune prise n’a eu lieu dans les 8 jours precedents. 


Encadre 1 


Thrombopenies sous heparine 


TIH Type I 

D’installation rapide (< 4 j), elle est due a I’activation directe de 
lafonction plaquettaire par I ’heparine proagregante; letauxde 
plaquettes est > a 100 G/L. La correction est spontanee et ne 
necessite pas d’interruption du traitement. 

TIH Type II 

Definition 

La TIH II immuno-allergiquesedefinit par une baisse du taux de 
plaquettes superieure a 30 % ou une thrombopenie inferieure 
a 100 G/L de survenue brutale entre le 5 e et le 15 e jour (delai 
de 4 a 5 jours pour la synthese des anticorps IgG anti-facteur 
4 plaquettaire). 

Ce delai peut etre ramene a 24-48 h si un traitement heparinique 
anterieur (lOOj) est note (pre-sensibilisation). 

Elle survient dans 1 a 5 % des traitements par heparine non 
fractionnee et dans 0,1 a 0,2 % en cas d’heparine de bas 
poids moleculaire. 
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Encadre 2 


La TIH type II 


Mecanisme 

Les Ac IgG anti PF4-Heparine se lient 
au recepteur FC 7 /CD 32 avec activation 
plaquettaire et coagulation, formation de 
complexes macro-moleculaires (CIC), 
liberation dans le serum avec activation 
du complement. Les cellules endothe- 
liales sont egalement activees via les 
glycosaminoglycanes (GAGs). Les pla- 
quettes recouvertes d’anticorps vont 


etre phagocytees par les macrophages, 
entrainant une thrombopenie. Mais ces 
plaquettes activees vont egalement libe- 
rer du facteur 4 plaquettaire (auto-entre- 
tien du processus de TIH) et des micro- 
particules pro-coagulantes. Le risque de 
CIVD est tres important. 

Signes cliniques 

-thromboses mesenterique, surrena- 
lienne, cerebrale, 


- detresse respiratoire, 

- necroses cutanees au point d’injection. 

Evaluation de rimputabilite 

- delai de la chute plaquettaire, 
-absence d’autre cause potentielle 

de thrombopenie, 

-elimination d’une pseudo-thrombo- 
penie (agregats en EDTA-verification 
sur Unopette ou citrate, satellitisme). 


Encadre 3 


TIH II: Diagnostic biologique specialise 


• La thrombopenie induite par I’heparine de 
type 1 1 (voir encadres 2 et 3) est severe 
(< 100 G/L), plus tardive que la TIH I 
(apres le 7 e jour, sauf en cas de pre- 
sensibilisation, ce qui est le cas de cette 
patiente). Son score 4T (voir encadre 4) 
etant de 7 impose I’ arret immediat de 
I’heparinotherapie et la substitution par 
un anticoagulant non heparinique. Les 
AVK sont a proscrire, car en phase throm- 
bopenique aigue, une thrombose micro- 
vasculaire avec necrose ischemique est 
possible (gangrene veineuse). 


Les tests fonctionnels : 

Principe: detection d’un facteur plas- 
matique chez le patient capable d’acti- 
ver les plaquettes de sujets temoins en 
presence d’heparine. 

- La technique agregometrique (TAP): 
incubation du plasma suspect en pre- 
sence d’heparine avec les plaquettes 
de plusieurs donneurs temoins. 


La specif icite est superieure a 90 %. 

- Le test de liberation de la serotonine 
radiomarquee (test de reference). 

Les tests immunologiques 
(ELISA): 

Mise en evidence et quantification, en 
phase solide, des anticorps anti-Facteur 
4 Plaquettaire/heparine : Heparin Platelet 
Induced Antibodies (HPIA). 


Criteres du « score 4T » (Warkentin T.E) 
(non valide en reanimation) 


Critere 

Observation 

Score 

Thrombopenie 



> 50 % ou > 20 G/L 

2 


> 30 < 50% ou < 20 G/L 

1 


< 30 % ou < 1 0 G/L 

0 

Survenue 




Entre 5 et 10 j ou < 24 h si sensibilisation Heparine < 30 j 

2 


> 10 j ou < 24 h si sensibilisation <31 et 100 j 

1 


Aucun de ces cas 

0 

Clinique (Thromboses) 




Nouvelle thrombose prouvee ou necrose cutanee ou reaction systemique apres bolus IV HNF 

2 


Recidive ou Extension de thrombose ou suspicion de thrombose ou erytheme cutanee au pt d’injection 

1 


Aucun evenement thrombotique. 

0 

Autre cause 




Aucune autre cause evidente de thrombopenie. 

2 


Autre cause possible. 

1 


Autre cause certaine de thrombopenie. 

0 


Probabilite pre-test de la TIH type II 


Elevee 

6 a 8 

Intermediaire 

4 a 5 

Faible 

0 a 3 
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Encadre 5 


Microangiopathie thrombotique (MAT) 


Les microangiopathies thrombotiques 
(MAT) sont definies par I’association d’une 
anemie hemolytique mecanique et d’une 
thrombopenie peripherique. Elies sont 
secondaires a la formation de thrombi 
au sein de la microcirculation, le plus 
souvent cerebrale et renale. 

Une lesion endotheliale est la cause initiale 
(pre-disposition genetique: deficit en pro- 


tease ADAMTS 13 du vWF ou presence 
acquise d’Ac anti- ADAMTS 13). 

Diagnostic biologique de la MAT 

- Anemie hemolytique intravasculaire 
mecanique 

Hb < 12 g/dL, LDH elevee, Haptoglo- 
bine indosable, Schizocytes >2% 

- Thrombopenie 


- TP, TCA et Fi brine « normaux » (absence 
de CIVD) 

- Coagulation intravasculaire localisee: 

• au niveau du rein: Syndrome Hemo- 
lytique et Uremique « S.H.U. » (enfant) 

• au niveau cerebral : Purpura Thrombo- 
penique Thrombotique « PT.T. » (adulte) 


Mais les tests complementaires (Ac anti-PF4, agregation plaquet- 
taire) etant negatifs ce diagnostic de TIH type II n’est pas retenu 
a posteriori. 

La thrombopenie (absence de remontee du taux de plaquettes 
48 h apres I’arret de la Calciparine) liee a une hemolyse mecanique 
(baisse de Hb a partir de J 7, haptoglobine indosable, schizocytes+, 
Coombs direct negatif) s’ajoutent a la defaillance d’organe (insuf- 
fisance renale aigue) et a I’aggravation de la thrombopenie sous 
transfusions plaquettaires. Le diagnostic de microangiopathie 
thrombotique dont il existe deux formes principales, le PTT et le 
SHU (voir encadres 5,6 et 7) est pose. 

L’activite deficiente du facteur ADAMTS 13 du fait de la presence 
d’Ac circulants anti-ADAMTS 13 confirmera ce diagnostic. 

Une fois le diagnostic de PTT etabli, le biologiste propose comme 
il se doit la recherche d’une cause sous-jacente et demande une 
serologie VIH. 

Le resultat est positif et confirme. . . 

« Aut viam i riven iam aut faciam » 
attribue a Hannibal 
(« Je trouverai le chemin ou je le percerai »). 

Enfin c J est juste notre avis . 

Fabrice Guerber 
fabrice.guerber@oriade.fr 
Claude Naudin 
clnaudin@numericable.fr 

Rappel 

En cas de TIH type II confirmee, une declaration doit 
etre faite au centre de pharmacovigilance regional et un 
certificat medical doit etre etabli et donne au patient pour 
eviter toute reintroduction d’heparine. 


Encadre 6 


Purpura Thrombotique 
Thrombocytopenique (PTT) 
ou Syndrome de Moscowitz 


Atteinte auto-immune (ac anti-ADAMTS13) responsable d’un 
defaut de clivage du facteur Willebrand d’ou la formation de 
thrombi dans la microvascularisation. 

Les anticorps antinucleaires sont souvent associes a un deficit 
acquis en ADAMTS13. 

Les echanges plasmatiques (EP) sont le seul traitement reconnu 
comme efficace. 

La serologie VIH est systematique chez I’adulte (MAT revela- 
trice de I ’infection). 


Encadre 7 


Syndrome Hemolytique 
et Uremique (SHU) 


D’incidence maximale chez les enfants de moins de 3 ans, 
le SHU est lie a une contamination alimentaire par (le plus 
souvent) un Escherichia coli entero-hemorragique (01 57 : H7). 

La verotoxine (shiga like toxin) passe dans le sang et altere les 
cellules endotheliales qui relarguent des multimeres de facteur 
Willebrand a partir des corps de Weibel Palade. 

La necrose epitheliale tubulaire est associee a la presence 
importante des recepteurs de la verotoxine a la surface des 
cellules endotheliales renales et des cellules tubulaires. 

D’autres formes de SHU, atypiques, sont liees a un defaut 
de regulation de la voie alterne du complement (mutations). 

Penser egalement au SHU lie a une infection a Streptococcus 
pneumoniae et a Shigella dysenteriae type 1 (retour de voyage 
en Asie ou Afrique). 
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Essais cliniques: 

faut-il changer les regies? 


La Commission des affaires sociales 
du Senat organisera des auditions sur 
les garanties qu’a prevues la legisla- 
tion pour la securite des volontaires 
se pretant aux essais cliniques lors 
de I’etude de phase 1 d’un nouveau 
candidat-medicament. 

Ceci apres I’accident survenu en decembre 
lors de I’essai initial d’une molecule (can- 
didat-medicament), organise par un labo- 
ratoire d’essais therapeutiques agree 
(Biotrial, Rennes). A la suite de ce drame 
[1 deces, 5 personnes intoxiquees sorties 
de I’hopital avec sequelles cerebrales], la 
Commission senatorial approuve la deci- 
sion de controles de Inspection generate 
des affaires sociales (IGAS) et de I’Agence 
nationale de securite des medicaments et 
des produits de sante (ANSM), dont elle 
entendra les acteurs apres leur inspection : 
elle jugera alors s’il y a necessity de faire evo- 
luer la legislation des essais therapeutiques. 
Rappel: par deux fois, la commission a 
denonce, lors de I’examen annuel de Impli- 
cation des lois, I’absence de decret permet- 
tant de rendre applicables les dispositions de 
la loi du 5 mars 201 2 relative aux recherches 
impliquant la personne humaine (loi Jarde). 
C £ est un texte, rappelle le Senat, adopte a 
une large majorite par les deux assemblies, 
qui offre un cadre pour le developpement de 
la recherche clinique, tout en ameliorant la 
protection des sujets participant aux essais. 
Le decret, attendu depuis bientot 4 ans, doit 
conforter le fonctionnement des Comites de 
protection des personnes (CPP), charges 
de valider les protocoles d’essais. 

Les textes adoptes au niveau europeen et les 
discussions en cours ne doivent pas nous 
exonerer d’une reflexion sur les eventuelles 


faiblesses de la legislation et les moyens d’y 
remedier, disent les senateurs. 

Au lendemain des accidents, le laboratoire 
pharmaceutique portugais Bial, promoteur 
de I’essai clinique [les essais precliniques 
avaient ete realises ailleurs], a publie un com- 
munique evoquant notamment la nouvelle 
molecule, un inhibiteur de I’enzyme cerebrate 
FAAH (fatty acid amid hydrolase), dont les 
essais ont debute en juin 201 5. L’ apparition 
de symptomes severes chez 6 des volon- 
taires a justifie leur admission en urgence 
au CHU de Rennes. Une collaboration s’est 
etablie entre les responsables portugais, 
arrives sur les lieux, et les neuro-urgentistes 
du CHU de Rennes. 

La nouvelle molecule (nom de code BA1 0- 
2474) etait testee selon les regies inter- 
nationales de bonnes pratiques cliniques 
(BPC) appliquees aux essais chez I’Homme, 
notamment toxicologiques. Le resultat des 
essais precliniques avait permis d’envisager 
le debut des essais cliniques chez I’humain, 
rappelle Bial, confies a Biotrial, une CRO 
(contract research organization), comme 
c’est la regie des essais cliniques dans le 
monde. 

Le nouveau medicament, en inhibant la 
FAAH, elle-meme inhibitrice de neurome- 
diateurs du systeme endocannabinoide 
cerebral, aurait, selon Bial, des applications 
en neurologie et en psychiatrie (depression 
et douleur?). Le protocole d’essais a ete 
approuve par les autorites sanitaires fran- 
gaises et le Comite d’ethique. 

Les suppositions parues dans les medias 
[incidents aux essais precliniques, 
exces de doses administrees aux essais 
cliniques. . .] n’ont aucune valeur : on attend 
les resultats de I’enquete pharmaco-juri- 
dique autorisee. ■■ 

J.-M. M. 


Breves 


Setmelanotide, 
medicament orphelin 
pour le Prader-Willi 

Pour les sujets atteints du penible 
syndrome de Prader-Willi, I’octroi 
du statut de medicament orphelin 
au setmelanotide (RM-493, Labo- g 
ratoire Rhythm) est une bonne nou- | 
velle, car ce medicament dans une | 
classetherapeutiqueassezpauvre g 
(agoniste de la voie du MC4R/ 
melanocortin-4 receptor) apporterait enfin une 
solution a la prevention du developpement de 
I’obesite d’origine genetique qui est une des 
caracteristiques de ce syndrome, marque aussi 
par une hyperphagie incontrolable, et du a un 
deficit sur la voie de la MC4, une voie-cle chez 
I’Homme qui regule la depense energetique et 
I’appetit, et a un deficit en opio-melanocortine. 
C’est un syndrome a risque letal. Une etude 
clinique de phase 2 est en cours. L’attribution 
du statut de medicament orphelin se justifie 
par la rarete du syndrome (maladie rare... 
et non pas orpheline) mais aussi par sa gra- 
vity et les resultats de I’etude en cours sont 
attendus au cours du premier semestre de 
2016. D’autres medicaments-orphelins sont 
en examen a la FDA. 

Anti-androgenes 
et risque de diabete 

Les hommes traites pour cancer 
de prostate traites par anti-an- 
drogenes ont plus de probabi- 
lity de developper un diabete que 
les hommes traites par un autre 
moyen, selon la meta-analyse d’une 
equipe chinoise (Huimin Wang et 
coll., Nankai Clinical School, Tianjin 
Medical Universit y). Les auteurs ont analyse 
les donnees de 8 etudes menees en 2014, 
qui ont compte au total 157 588 patients por- 
teurs d’un cancer de la prostate, recevant soit 
divers traitements de suppression androgenique 
(androgen deprivation therapy/ ADT n = 65 695), 
soit constituant le groupe controle non traite 
(91 893). Seules ont ete retenues les etudes 
qui s’interessaient au statut diabetique des 
patients. Chez les patients ADT, 7 1 36 ont deve- 
loppe un diabete (environ 10,9 %) et 6 987 du 
groupe non ADT (environ 7,6 %). Constat: I’inci- 
dence du diabete est de 39 % superieure dans 
le groupe ADT (RR =1,39; 95 % 1C 1 ,27-1 ,53). 
Le diabete etait significativement associe avec 
I’ADT de 6 mois ou plus, legerement moins 
avec le traitement court. 




Source: Wang H, J Diabetes lnvestig.2015; 
doi: 10.1 111/jdi.l 2472. 
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Anesthesie 
et pre-Alzheimer: 
pas de rapport 

Chez I’adulte d’age moyen 
(apres 40 ans), I’anesthesie ge- 
nerate pour intervention chirur- 
gicale n’est pas un facteur de risque de deficit 
cognitif leger (mild cognitive impairment) plus 
tard dans la vie, selon une etude publiee les 
Mayo Clinic Proceedings (Rochester). L’equipe 
des anesthesistes de la Mayo Clinic a analyse 
les donnees de 1 731 sujets de 70 a 89 ans, 
qui avaient des fonctions cognitives normales 
au debut de I’etude en 2004. Environ 85 % de 
ces sujets ont eu au moins une chirurgie reque- 
rant une anesthesie generate apres 40 ans. 
Ils etaient evalues regulierement. Chez les 
sujets de I’etude, 31 % ont developpe un mild 
cognitive impairment, qui n’etait pas associe a 
I’anesthesie, selon les auteurs. Qui concluent 
qu’il n’y a pas de lien entre anesthesie generale 
au cours de la vie et I’apparition de ce signe 
parfois considere comme un pre-Alzheimer. 


Source: Sprung Juraj, etal. Association of 
Mild Cognitive Impairment With Exposure 
to General Anesthesia for Surgical and 
Nonsurgical Procedures. Mayo Clin Proc. 
2016; doi: 10.1 01 6/j.mayocp.201 5.1 0.023. 


Baisse de la couverture 
vaccinale du nourrisson 
au premier semestre 2015 


f 




La couverture vaccinale du 
nourrisson pour la primo- 
vaccination contre la diph- 
terie, le tetanos, la coque- 
luche, la poliomyelite et la 
meningite a Haemophilus 
influenzae b, effectuee avec 
des vaccins combines qui 
peuvent egalement inclure 
I’hepatite B, esttres elevee en France depuis 
de nombreuses annees: autour de 98 %, se- 
lon I’lnVS. La couverture vaccinale avec le 
vaccin Prevenar® depasse maintenant 90 %. 
Cependant, entre les premiers semestres 201 4 
et 2015, 1’lnVS a observe une diminution du 
nombre de doses de ces vaccins rembour- 
sees chez les enfants de moins de 9 mois, 
il estime done que la baisse de I’activite de 
vaccination du nourrisson serait proche de 
5 %. Le fait que cette diminution concerne les 
vaccins combines mais egalement le vaccin 
Prevenar® pour lequel il n’y a pas eu de dif- 
ficulty d’approvisionnement en 2015, plaide 
en faveur de I’hypothese d’une augmenta- 
tion accroissement de I’ hesitation vaccinale 
Ceci est preoccupant, dit I’lnVS. 
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Ministere de la Sante 

contre vaccinocritiques 


Ce ministere annonce un ambitieux 
Plan d’action pour la renovation 
de la politique vaccinale, d’apres 
le rapport ad hoc de I’ex-deputee 
Sandrine Hurel. C’est selon ses 
recommandations (accessibles 
sur le site du ministere) un plan 
en 4 points, pour agir aupres des 
particulars, des professionnels 
de sante et des industriels, pour 
ren forcer la confiance dans la vac- 
cination - vaste programme, aurait 
dit le General. 

• Meilleure information du public et des 
professionnels de sante. Sont prevus: 
un bulletin trimestriel pour les profes- 
sionnels de sante ; un Comite des parties 
prenantes (sic), sous I’egide de la DGS, 
compose de professionnels de sante, 
d’associations d’usagers et d’institutions, 
pour mieux comprendre les reticences 
a la vaccination et anticiper les crises 
[crise aigue de confiance-NDLR] ; car- 
net de vaccinations electronique pour 
ameliorer le suivi du statut vaccinal des 
patients; Agence nationale de sante 
publique (ANSP) donnant acces a une 
information validee. 

• Meilleure gouvernance de la politique 
vaccinale (sic). Soit d’une part, sous 
I’egide de la DGS, echanges reguliers 
entre le ministere, I’ANSM et I’Office 
national d’indemnisation des accidents 
medicaux (ONIAM) pour ameliorer les 
connaissances des effets indesirables 
des vaccins; d’autre part rattachement 
du Comite technique des vaccinations 
(CTV) a la HAS pour unifier I’expertise 
et en renforcer I’independance [le CTV 
est une cible des antivaccinalistes- 
NDLR]; enfin soutien a la recherche 
sur les vaccins et la securite de leur 


production, en lien avec le ministere 
de la Recherche. 

• Securiser I’approvisionnement en vac- 
cins , lutter contre les tensions d’approvi- 
sionnement et les penuries. Soit en termes 
simples rupture de stocks, phenomene 
qui n’est pas propre a la France (meme 
les USA connaissent ces shortages !). II y 
aura obligation pour les producteurs de 
vaccins de mettre en place un plan de 
gestion des penuries, des stocks reserves 
au territoire national, des chaines alter- 
natives de fabrication de vaccins et une 
identification des sources d’approvision- 
nement en principes actifs; obligations 
assorties de sanctions, mesure prevue au 
projet de loi de modernisation du systeme 
de sante, dit le ministere. L’autorisation 
d’importation de vaccins sera simplifiee 
en cas de penurie de vaccins. 

• Lancer une grande concertation 
citoyenne pour debattre sur la vaccina- 
tion. Elle sera organisee tout au long de 
201 6 par un Comite d’orientation preside 
par un specialiste eminent personnalite, 
le Pr Alain Fischer, expert en immunolo- 
gie pediatrique, professeur au College 
de France. Pour ce debat national sont 
prevus: en mars une plateforme web 
recueillant les contributions du public, 
des professionnels, des associations 
et des institutions; en mai des jurys de 
citoyens, de professionnels de sante et 
d’experts pour analyser ces contributions 
en n’ecartant aucune question de fond ; 
en octobre un debat public national pour 
analyser les avis des jurys et les contri- 
butions du public. 

Cela permettra-t-il au Comite d’orienta- 
tion de formuler enfin en decembre des 
conclusions qui mettraient fin au vacci- 
noscepticisme? ■■ 

J.-M. M. 
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Risque cardiovasculaire: et si on s’occupait des femmes? 


La Direction generate de la sante 
(DGS), Nnstitut de veille sanitaire 
(InVS) et Nnstitut national de pre- 
vention et d’education pour la sante 
(INPES) organisaient le 10 mars un 
colloque sur le theme des maladies 
cardiovasculaires chez les femmes 
et de leur prevention : Les femmes 
au cceurdu risque cardiovasculaire . 

Selon les organisateurs, depuis une dizaine 
d’annees, les taux d’hospitalisation des 
femmes de moins de 65 ans pour mala- 
dies cardiovasculaires, et en particular pour 
infarctus du myocarde, sont en croissance 
reguliere. Ceci oblige a porter un regard 
nouveau sur le fait souvent mal connu que 
les maladies cardiovasculaires restent la 
premiere cause de mortalite des femmes. 
Des causes multiples sont evoquees pour 
expliquer cette progression preoccupante: 
evolution des comportements individuels 
et des facteurs de risque depuis plusieurs 
decennies (tabagisme, surpoids et obesite, 


sedentarite. . .), dans un contexte de profonde 
evolution societale des conditions de vie 
des femmes. 

De plus, la meconnaissance du risque car- 
diovasculaire et de symptomes parfois aty- 
piques peut amener a sous-estimer leur gra- 
vity et conduire a un retard diagnostique et 
therapeutique [une tendance contre laquelle 
luttent les autorites nord-americaines depuis 
des annees, bien avant la France-NDLR]. 
Une strategie de prevention est evidem- 
ment possible tout au long de la vie, par la 
sensibilisation des femmes et la mobilisation 
specifique des professionnels de sante. 
Cette journee de sensibilisation, destinee 
a I’ensemble des acteurs de sante et de 
la prevention et, a travers eux, au grand 
public, a souhaite le ministere, avait pour 
objectifs de faire un etat des lieux de la sante 
cardiovasculaire des femmes autour des 
signes d’alarme et de leurs principaux deter- 
minants, notamment comportementaux, 
et de mettre en exergue les strategies de 
prevention adaptee aux femmes, tout en 
soulignant les particularity de la prise en 


charge des femmes, et en incitant I’ensemble 
des acteurs a s’emparer de I’enjeu de la 
prevention cardiovasculaire des femmes. 
Parmi ces acteurs: les journalistes specia- 
lises qui, des 1993, ont entendu les mises 
en garde de la Federation frangaise de 
cardiologie (FFC) contre une idee regue 
de I’epoque: grace a ses hormones, la 
femme est protegee contre le risque cardio- 
vasculaire (par rapport a I’homme). Presi- 
dente a I’epoque de la FFC, le Pr Mireille 
Brochier (CHU de Tours) langa la campagne 
d’information «Nous sommes protegees , 
sachons le rester», pour inciter les femmes a 
observer les merries mesures de prevention 
que les hommes. 

Le colloque propose par la DGS, I’lnVS et 
I’lNPES montre que le message merite d’etre 
repete aux jeunes generations de femmes. . . 
et de professionnels de sante. La situation 
est la meme aux USA, ou des mouvements 
cardio-feministes ont pris a leur tour le pro- 
bleme en main. . . et a cceur. ■■ 

J.-M. M. 
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Bacteries: comment 
se repliquer a tout prix 

Lors de la division, I’ADN des cellules peut etre 
lese, mais un systeme de reparation peut recons- 
tituer un genome complet, en dupliquant I’ADN 
endommage grace a des enzymes specifiques ou 
par d’autres mecanismes de sauvegarde du patri- 
moine genetique utilisant I’information du deu- 
xieme brin. Line equipe du Centre de recherche 
en cancerologie de Marseille (CNRS/lnserm/ 
Aix-Marseille University Institut Paoli-Calmettes) 
montre que si ce mecanisme echoue, la cellule 
bacterienne peut se diviser malgre la presence 
d’une breche de son genome. La cellule-fille 
qui herite de I’ADN endommage ne survivra 
pas, mais I’autre pourra se repliquer. Ces cher- 
cheurs veulent determiner si ce mecanisme 
existe aussi dans les cellules de type eucaryotes, 
telle la cellule humaine, pour comprendre par 
exemple pour quelle raison les cellules can- 
cereuses proliferent... sans etre reparees. 

Source: Bacterial proliferation: keep dividing 
and don’t mind the gap. Luisa Laureti, Julien 
Demol, Robert P. Fuchs, Vincent Pages, 

Plos Genetics, 29/12/2015. DOI: 10.1371/ 
journal. pgen. 1 005 75 7. 


Un traitement pour le deficit 
en Facteur X 

Coagadex® (BioProducts Laboratory) est un 
concentre de Facteur X humain de haute purete, 
premier facteur de coagulation specif ique destine 
aux patients porteurs d’un deficit hereditaire en 
FacteurX. Ce facteur proteique est un activateur 
d’enzymes participant a la cascade de la coa- 
gulation physiologique. Le deficit congenital en 
ce facteur est responsable d’anomalies de la 
coagulation. Habituellement, les sujets porteurs 
de ce deficit sont traites par des injections de 
plasma frais ou par un concentre de complexe 
prothrombinique derive du plasma pour stopper 
ou prevenir des saignements. La FDA a approuve 
Coagadex®, considerant qu’il constitue une avan- 
cee significative pour traiter cette maladie rare 
mais grave. Extrait du plasma, il est prescrit aux 
patients a partir de 12 ans, soit a la demande, 
soit pour martriser les episodes de saignements, 
soitcomme protection peri-operatoire. Une etude 
chez 1 6 sujets a risque (208 episodes de saigne- 
ment au total) a apporte les elements justifiant 
I’approbation de la FDA. 


GENERALES I FORMATION I 



D : inquietude derriere les chiffres? 


Le Syndicat de I’industrie du dia- 
gnostic in vitro (SIDIV) a publie 
I’edition 2015 de sa brochure ins- 
titutionnelle sur les chiffres-cles 
de TIDIV. 

Cela commence sur un constat positif : 
notre industrie est solidement ancree 
sur le territoire national et represente un 
secteur-cle pour la sante, I’economie et 
I’innovation en France. Soit 12000 emplois 
directs, dont 46 % en R&D et production, 
33 % d’entreprises productrices et 3 mil- 
liards d’euros a I’exportation. Elle apporte 
des innovations a I’exercice de la biologie 
medicale, des autotests et des TROD. Elle 
contribue a plus de 70 % des decisions 
prises par les cliniciens. 

Mais le SIDIV tempere: les entreprises sont 
confrontees a un constat alarmant. Elies 
sont les victimes indirectes de la regulation 
economique des actes de biologie medi- 
cale et des produits de sante, une sorte 
de variable d’ajustement, I’obsession de 
faire des economies sur la sante... 

Ainsi en 2014, pour la troisieme annee 
consecutive, I’lDIVfrangaise «est en souf- 
france». Le chiffre d’affaires du secteur 
(aupres des LBM publics et prives, > 90 % 
de ses parts de marche) est en recul: 
il a perdu 30 millions d’euros entre 2011 
et 2014, et malheureusement, les ana- 
lyses tendancielles du SIDIV prevoient une 
amplification de ce phenomene en 2015. 
L’ explication? Pour les industriels, les 
entreprises evoluent dans un environne- 
ment reglementaire draconien en pleine 
mutation. L’arrivee prochaine du nouveau 
reglement europeen va exiger des efforts 
d’adaptation considerables dont I’impact 
pourrait couter 2 milliards d’euros a I’lDIV 


europeenne, dont 300 millions d’euros 
pour les seuls producteurs frangais. 

Les IDIV doivent done faire face a une degra- 
dation notable de leur situation economique, 
qui impacte leurs budgets de R & D, leur 
capacite d’innovation, les investissements 
en moyens de production, I’attractivite du 
territoire national et in fine les patients. 
Afin d’approfondir ces elements, le SIDIV 
publie dans sa brochure annuelle les 
chiffres-cles de cette industrie de sante. 
Par exemple, dit-il, le chiffre d’affaires 
des IDIV pour I’autosurveillance gly- 
cemique, malgre la forte augmenta- 
tion de la prevalence du diabete, etait 
encore inferieur en 201 4 a celui de 201 3. 
II existe une augmentation du volume des 
actes de biologie, due essentiellement a 
I’augmentation de la population et a son 
vieillissement, a I’origine d’une evolution 
rapide des maladies chroniques [et de 
leur surveillance biologique]: ce volume 
augmente d’un peu plus de 4 % par an en 
moyenne depuis 201 0. L’une des mesures 
pare-feu (ONDAM) des pouvoirs publics 
a consiste regulierement a reajuster (a la 
baisse) le taux de remboursement des 
ABM les plus presents et la lettre-cle des 
actes. Secteur public et secteur prive se 
voient imposer des mesures d’economies 
drastiques, comme disent les medias, peu 
au fait de ce qu’est la biologie medicale 
pour la sante humaine... 

Bref, un constat morose. A suivre, sur 
la RFL. ■■ 

J.-M. M. 


Source: SIDIV www.sidiv.fr 
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Arthrite recente : 

penser Lyme? 

Line maladie de Lyme doit etre envisagee par les 
rhumatologues chez des patients signalant ('appa- 
rition recente d’arthrites, meme en I’absence des 
symptdmes evocateurs la suggerant. Des rhuma- 
tologues frangais ont entrepris une etude multi- 
centrique pour determiner I’impact du diagnostic 
serologique de routine d’une maladie de Lyme 
chez des patients avec arthrite recente touchant 
au moins 2 articulations. 

L’ etude (cohorte ESPOIR) regroupait 810 patients chez 
lesquels I’arthrite etait apparue entre 6 semaines et 6 mois 
au moment de la prise en charge. L’ etude coordonnee s’est 
deroulee dans 14 centres de rhumatologie de dix regions 
de France chez des patients enroles entre decembre 2002 
et mars 2005. Les patients enroles n’avaient aucun ante- 
cedent de traitement, soit par des DMARD ( disease- 
modifying anti-rheumatic drugs), soit par des corticoides. 
La pathologie articulaire a ete evaluee a I’entree puis tous 
les six mois pendant deux ans et une fois par an pendant 
10 ans en clinique rhumatologie. Outre I’examen Clinique, 
les patients ont subi une NFS, une evaluation de la fonc- 
tion renale, une serologie virale, une analyse d’urine, ainsi 
que le dosage d’lgM, d’lgA et d’lgG, de cytokines, des 
peptides citrullines et d’anticorps antinucleaires. Des 
radiographies ont ete effectuees du thorax, du bassin, 
des mains et des pieds. 

En 2006 la recherche d’anticorps (IgG et IgM) anti- 
Borrelia burgdorferi (spirochete dont la tique Ixodes est 
le vecteur) par un test en ELISA a ete effectuee sur la 
quasi-totalitedes patients enroles. Le test Western blot 
de confirmation n’a pas ete utilise. 

Selon les resultats rapportes par les auteurs, 81 ,1 % des 
patients etaient negatifs a la fois pour les IgM et les IgG, 
tandis que 11,2 % des patients n’avaient que des IgM 
et 6 % seulement des IgG et 1,6 % avaient IgM et IgG. 
Chez seulement 7,2 % des patients la maladie de Lyme 
n’a pu etre exclue. 

A deux ans de suivi, ces donnees serologiques etaient 
inchangees et aucun patient n’a pu recevoir un diagnostic 
definitif de Lyme. 

En conclusion, cette etude n’est pas en faveur d’une 
serologie Lyme de routine chez des patients ayant une 
arthrite inflammatoire d’apparition recente et d’origine 
diverse: (poly)arthrite rhumatoide, syndrome de Sjogren, 
arthrite virale, spondylarthrite, arthrose inflammatoire, LED, 
notamment lorsqu’il n’y a pas d’antecedent rapporte de 
morsure de tique ou d’erytheme migrant chronique.H 


J.-M. M. 


Source: D. Guellec (CHU Cavale Blanche, Brest) et coll . RMD Open. 
2015; doi: 10.1 136/ rmdopen-201 5-000120. 

http://rmdopen.bmj.com/, 20/1/2016. 
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Musique amplifiee chez 
Ies15-35ans: ouYe en danger 

L’ exposition a des niveaux sonores 
intenses et repetes de musique 
amplifiee est I’une des causes 
des troubles de I’audition. Selon 
le Barometre Sante 2014, parmi 
4859jeunes de 15-35 ans interro- 
| ges, 1 3 % ont un usage frequent 
c et intense avec des ecouteurs. 
> Cette pratique concerne plus sou- 
vent les hommes, les habitants 
des grandes agglomerations et les plus jeunes, 
elle decroit avec I’avancee en age. Par ailleurs, 
21 % des interroges frequentent concerts, disco- 
theques ou autres lieux ayant un volume sonore 
eleve. II s’agit le plus souvent de sujets masculins 
de 20 a 24 ans, f inancierement aises et habitant 
une grande agglomeration. Si la frequentation 
des lieux de loisirs a volume sonore eleve est en 
diminution depuis 2007, la part des 18-35ans 
ayant un usage frequent et intense d’ecoute de 
musique amplifiee avec ecouteurs est passee 
de 4 % a 1 3 %. D’ou necessity d’une prevention 
pour preserver I’audition des adolescents et des 
jeunes adultes. 



Source: Christophe Leon et coll., 

Institut national de prevention et d’education 
pour la sante (INPES). 


Acide urique, 
moins de Parkinson? 



seriques sont eleves, selon I’etude 
| d’une equipe de I’Universite de 
| Pennsylvanie impliquant les 
| 90 214 sujets de 3 etudes de 
@ cohorte en cours, pour analyser 
le rapport entre taux d’urates seriques et risque 
de maladie de Parkinson. Un total de 388 cas 


Chez I’homme (et non la femme), 
le risque de maladie de Parkin- 
son semble moindre si les urates 


de Parkinson (202 hommes, 1 86 femmes) a ete 
apparie a 1 267 controles. Les auteurs ont evalue 
le risque relatif en tenant compte de variables: 
age, tabagisme, consommation de cafe, choles- 
terol, ferritine. Les auteurs ont constate, en se 
basantsur les differentes concentrations d’urates, 
que le risque relatif de Parkinson etait de 0,63 
(Intervalle de confiance [1C] a 95 % : 0,53-1 ,10) 
chez les hommes et de 1 ,04 1C 95 % : 0,61 - 
1 ,78 chez les femmes, soit au total 0,63 vs 0,89 
respectivement. Les urates seraient protecteurs 
contre la maladie de Parkinson ou retarderaient 
sa progression. 


Source: Xiang Gao et coll. Prospective study 
of plasma urate and risk of Parkinson disease 
in men and women. Neurology. 2016; doi: 


10. 121 2/WNL. 000000000000235 1 . 



Virus Zika : expansion sans frontieres 


Le ministere de la Sante a confirme 
des le debut 2016 (’identification, 
en Guyane, en Guadeloupe et en 
Martinique, des premiers cas de- 
fection a virus Zika et indique que 
les ARS de Guyane, de Martinique 
et de Guadeloupe sont mobilisees 
pour surveiller et limiter la dissemi- 
nation du virus et prendre en charge 
les personnes contaminees par ce 
virus emergent. 

Le 2 fevrier, I’OMS declarait « urgence de 
sante publique de preoccupation inter- 
national {public health emergency of 
international concern) I’epidemie a virus 
Zika devant I’incidence des cas de micro- 
cephalie neonatale et de complications 
neurologiques. 

Enfin est confirmee la transmission du 
virus a I’occasion de relations sexuelles, la 
presence du virus dans le sperme ayant ete 
pour la premiere fois signalee par I’equipe 
de I’lnstitut Louis-Malarde de Papeete 
(Tahiti) lors de I’epidemie polynesienne 
de 2013 (D. Musso et coll.). 

Le virus Zika (famille des Flaviridae 
comme le virus de la dengue) est trans- 
mis a I’Homme par un moustique du genre 
Aedes, tel Aedes aegypti. Les mesures 
individuelles de protection contre les 
piqures de moustique sont done indispen- 
sables pour ecarter le risque epidemique. 
Point important: contrairement au vecteur 
du paludisme, Aedes a une activite princi- 
palement diurne. C’est done aussi dans la 
journee qu’il faut se proteger. On recom- 
mande de ce fait le port de vetements 
couvrants, I’usage de produits repulsifs 
et la protection par une moustiquaire des 
enfants au berceau et en poussette. Les 
conseils de prevention s’adressent aussi 
bien aux populations autochtones qu’aux 
personnes, tels les touristes, devant se 
rendre dans les regions a risque, par 
exemple lors des vacances scolaires. 


Les mesures de protection individuelle 
visent a prevenir la dissemination du 
virus. II est notamment recommande de 
detruire les gites potentiels de reproduc- 
tion des moustiques (receptacles d’eau 
stagnante) et les larves autour des habi- 
tations, comme on le recommande contre 
le vecteur du chikungunya et de la dengue 
en metropole. 

Le virus Zika sevit principalement dans 
I’ensemble de la zone intertropicale. 
D’octobre 201 3 a avril 201 4, il a ete a I’ori- 
gine d’une epidemie en Polynesie frangaise. 
Par ailleurs, au 1 er decembre 2015, plu- 
sieurs Etats d’Amerique latine (Chili, Bresil, 
Colombie, Salvador, Guatemala, Mexique, 
Paraguay, Surinam Panama, Honduras et 
Venezuela) ont confirme la presence du 
virus. Les CDC ont confirme le 12 janvier 
le premier cas importe au Texas chez un 
voyageur de retour d’Amerique Latine. 
Les symptomes de I’infection a virus Zika 
sont surtout de type grippal (fievre, maux 
de tete, courbatures) avec des eruptions 
cutanees, apparaissant de 3 a 12 jours 
apres la piqure par un moustique vecteur 
du Zika. Actuellement le traitement reste 
uniquement symptomatique. 

Une contamination au cours de la gros- 
sesse expose I’enfant a des malformations 
congenitales: des cas de microcephalie 
avec mortinatalite au Bresil ont ete attri- 
bues a une infection gravidique a virus Zika 
par les CDC, qui ont diffuse une alerte de 
niveau 2 aux voyageurs potentiels (dont 
les femmes enceintes) vers Bresil, Colom- 
bie, Salvador, Guyane, Guatemala, Haiti, 
Honduras, Martinique, Mexico, Panama, 
Paraguay, Surinam, Venezuela et Porto 
Rico, ou le virus est susceptible d’etre 
actif. Tous les pays concernes ont emis ces 
avertissements a destination des femmes 
enceintes, pour qu’elles evitent les depla- 
cements a risque. Notamment cet ete a 
Rio, aux Jeux Olympiques! ■■ 

J.-M. M 
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Le Syndrome qui justifie la recherche de marqueurs coeliaques 


IBS: irritable bowel syndrome . 
En francais: syndrome du colon irri- 
table. II s’agit de douleurs abdomi- 
nales qui se manifestent le plus sou- 
vent apres consommation d’aliments 
contenant du gluten, et qui peuvent 
etre associees soit a une constipa- 
tion, soit a des diarrhees, parfois les 
deux en alternance. Mais le rapport 
IBS/gluten n’est que de decouverte 
assez recente. 

II n’est pas evident que les professionnels 
de sante aient connaissance d’un tel rap- 
port. Si oui, ils prescrivent I’exclusion du 
gluten de I’alimentation et le recours aux 
aliments sans gluten disponibles dans la 
grande distribution ou en magasins spe- 
cialises, pris en charge (peu) par la Securite 
sociale sur ordonnance. 

Une recente parution rafraichit les connais- 
sances sur le rapport IBS/gluten. Une etude 
britannique 1 conclut qu’un regime alimen- 
taire gluten-free prescrit par une dieteti- 


cienne est benefique aux patients ayant un 
IBS et n’ayant jamais envisage un tel regime 
d’exclusion du gluten. L’ etude a porte sur 
41 patients, dont 21 positifs pour I’allele 
HLA-DQ2/8 (les autres negatifs), considere 
comme favorisant Intolerance au gluten. 
Neanmoins le score de severite des symp- 
tomes d’lBS (IBS-SSS) s’est ameliore chez 
71 % (n = 29) des patients a 6semaines, 
dont 21 ont adopte le regime gluten-free 
a long terme. Une amelioration d’au moins 
50 points correspond a une reponse Clinique 
positive, chez les HLA-positifs comme les 
HLA-negatifs. Les auteurs precisent que 
chez les patients ils ont elimine une maladie 
cceliaque (stade evolutif de intolerance au 
gluten). . . ce qui n’empeche pas I’ameliora- 
tion de la symptomatologie de I’lBS. 

Mais le regime sans gluten est aussi le seul 
traitement de la maladie cceliaque. Au stade 
de I’lBS, quand le regime sans gluten n’a 
pas ete envisage, on peut neanmoins sug- 
gerer la recherche de marqueurs de I’intole- 
rance au gluten ou de la maladie cceliaque, 
et Ton risque alors de tomber juste : soit on 


detecte des auto-anticorps circulants, soit 
une maladie cceliaque. C’est ce qu’a mon- 
tre une etude princeps publiee en 2001 2 , 
signalee a I’epoque par RFL. 

Si on manque de donnees epidemiolo- 
giques en France, on constate qu’aux USA 
la prevalence de la maladie cceliaque a plus 
que double en 20 ans : elle serait de 2 mil- 
lions, contre 3,5 millions en Europe. Mais 
une part de cette augmentation aux USA est 
due a une augmentation du nombre de dia- 
gnostics, multiplie par 15 en 20 ans, selon 
une etude de la Mayo Clinic (Rochester, 
Minnesota). . . meme si nombre de maladies 
coeliaques restent non diagnostiquees. 
D’ou I’interet de s’interesser de plus pres 
aux patients IBS... ■■ 

J.-M. M. 


1. Aziz et coll., Royal Hallamshire Hospital, 
Sheffield, Clin Gastroenterol Hepatol. 2016; 
doi: 10.1 01 6lj.cgh.201 5.1 2.031, online 
31/12/2015. 

2. David S. Sanders et coll., Lancet, 3/1 1/2001. 
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Adolescents, cibles croissantes du sida 


Le nombre de deces d’adolescents 
par sida a triple au cours des quinze 
dernieres annees (2000-2015), selon 
une nouvelle publication de donnees 
par TUNICEF 1 . Le sida est la cause 
numero 1 de deces parmi les adoles- 
cents en Afrique et la cause numero 2 
chez les adolescents dans le monde. 
Dans les populations touchees par 
le VIH, les adolescents sont le seul 
groupe dans lequel la mortality ne 
diminue pas, dit PUNICER 

En Afrique subsaharienne, region du monde 
ayant la plus haute prevalence, la population 
feminine est nettement plus touchee, avec 
70 % des 15-19 ans, mais les donnees de 
I’UNICEF indiquent aussi que seulement 
10 % de ce groupe d’age beneficient de la 
recherche du VIH. En outre, il y a un deficit 
de cette recherche chez les nouveau-nes : 
moins de la moitie des enfants de moins 
de 2 mois en beneficient, et seulement un 
tiers des 2,6 millions d’enfants de moins de 
1 5 ans VIH-positifs sont traites. Contamines 


Un vaccin 

Alors que dans le monde on forge 
deja des armes vaccinales contre 
Ebola, chikungunya et Zika, le Na- 
tional Institute of Allergy and In- 
fectious Diseases (NIAID), Pun des 
instituts biomedicaux des Instituts 
nationaux de la sante americains 
(NIH), lance Pessai de phase 3 de 
son vaccin dengue TV003, derniere 
etape des essais cliniques avant 
autorisation de commercialisation 
(AMM). 

Accusant un retard sur le vaccin de Sano- 
fi Pasteur, c’est le resultat de plusieurs 
annees de developpement pour assurer 
une immunogenicite contre les 4 sero- 
types du virus de la dengue. Selon les 
essais cliniques initiaux au NIAID, une 
monodose pourrait generer une reponse 
immunitaire humorale et cellulaire robuste. 
L’lnstitut bresilien d’immunobiologie 
Butantan organise la phase 3, essai 
multicentrique en double aveugle contre 
placebo chez 17000 participants sains 


par une mere seropositive dans la prime 
enfance, nombre d’adolescents vivent sans 
savoir qu’ils sont seropositifs. 

La decouverte de seropositivite VIH chez les 
jeunes en France entre 2003 et 201 3 semble 
faire echo a I’alerte de I’UNICEF, selon les 
donnees issues de la declaration obligatoire 
du VIH chez les 15-24 ans 2 : jeunes adultes 
(1 8-24 ans) en 201 3 et depuis 2003 et chez 
les adolescents de 15-17 ans en 2003 a 
2013. En 2013, 726 jeunes de 15 a 24 ans 
ont decouvert leur seropositivite VIH, soit 
11,7 % de I’ensemble des decouvertes et 
un taux, rapporte a la population du meme 
age, de 92/million. 

Parmi les 686 jeunes adultes (18-24 ans) 
diagnostiques en 2013, 68 % etaient des 
hommes, majoritairement contamines lors de 
rapports sexuels entre hommes (HSH) pour 
75 % d’entre eux. Depuis 2003, le nombre 
de decouvertes de seropositivite VIH dans 
ce groupe a fortement augmente (+1 57 %). 
La quasi-totalite (98 %) des jeunes femmes 
a ete contaminee lors de rapports hetero- 
sexuels, dont 71 % nees a I’etranger. La 
proportion de jeunes adultes contamines 


de 2 a 59 ans dans 13 villes du Bresil. 
Le suivi sera de 5 ans. 

Sanofi Pasteur a regu en decembre au 
Mexique I’AMM pour Dengvaxia®, pre- 
mier vaccin tetravalent au monde, pour 
la prevention d’une des 4 formes virales 
de dengue chez les pre-adolescents, les 
adolescents et les adultes de 9 a 45 ans 
des zones d’endemie. C’est I’aboutisse- 
ment de 20 ans de recherche et de travail 
en laboratoire, et sur le terrain avec les 
autorites de sante publique et la commu- 
naute scientifique, souligne Sanofi. Des 
AMM dans d’autres pays sont en cours 
d’attribution, Philippines notamment. 

La dengue touche nombre de pays 
d’Amerique Latine et d’Asie, declenchant 
quelque 400 millions d’infections chaque 
annee dans 1 28 pays abritant 4 milliards 
d’individus. Selon Sanofi, I’incidence de 
la dengue a augmente de 30 fois depuis 
50 ans. 

Quatre serotypes viraux en sont respon- 
sables, mais etre atteint d’un seul sero- 
type (via la piqure d’Aedes aegypti) ne 
confere une immunite que contre celui- 


par usage de drogues injectables etait faible 
(0,4 %). Environ 14 % des diagnostics de cette 
classe d’age etaient tardifs (< 200 CD4/mm 3 
ou stade sida). 

Parmi les 524 adolescents de 15-17 ans 
ayant decouvert leur seropositivite VIH 
entre 2003 et 2013, pres 65 % etaient des 
femmes (essentiellement nees a I’etran- 
ger et contaminees par rapports hete- 
rosexuels). Le mode de contamination 
principal chez les adolescents masculins 
etait les rapports HSH (49 % d’entre eux). 
Pres de 6 % des decouvertes chez les ado- 
lescents etaient dues a une transmission du 
VIH mere-enfant, diagnostiqueetardivement. 
Les actions de prevention du VIH aupres des 
adolescents et des adultes jeunes doivent se 
poursuivre, notamment aupres des jeunes 
hommes ayant des rapports HSH. ■■ 

J.-M. M. 


1. UNICEF’sStatistical Update on Children, 
Adolescents and AIDS. 

www.childrenandaids.org 

2. BEH 40-41, 1/12/2015. Florence Lot et coll. 

(InVS, CNR VIH, AP-HP). www.invs.sante.fr 


un autre en service 

la, d’ou necessity de vacciner contre les 
quatre. 

En juillet dernier, le New England Jour- 
nal of Medicine a publie I’analyse des 
donnees de differentes etudes cliniques, 
indiquant que le vaccin de Sanofi Pasteur 
avait permis de proteger 2 sujets sur 3 
ages de 9 ans et plus (de la preadoles- 
cence a I’age adulte) contre les 4 sero- 
types de dengue. 

Sanofi Pasteur notait alors: « Cette 
tranche d’age represente la plus vaste 
population a risque; par leur mobilite, les 
sujets ages de 9 ans et plus contribuent a 
propager I ’infection plus largement durant 
les epidemies, [elle] contribue au poids 
economique de la dengue, notamment 
en absenteismes scolaire et professionnel 
[...]. C’est dans cette population que le 
poids de la maladie est le plus lourd et 
que I’impact du vaccin a ete demontre. 
C’est en ciblant cette population que I ’on 
a les meilleures chances de reduire le 
poids de la dengue ». ■■ 

J.-M. M. 


dengue en phase 3, 
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Livres 


Le syndrome de la grenouille, 
I'econom e et le climat 


Une grenouille mise a cuire dans une 
marmite tolere une elevation reguliere 
de la temperature de I’eau, 
alors qu’un ebouillante- 
ment brutal la ferait rea- 
gir aussitot. De meme, le 
rechauffement climatique 
est insidieux : il n’est per- 
ceptible qu’a Pechelle de la 
decennie, voire du siecle, 
n’implique aucune deci- 
sion urgente et, de fait, est 
regulierement repousse sur 
I’agenda des politiques 
dont I’ horizon excede rare- 
ment quelques annees ! Or, 
dans le domaine de I’environnement, le 
delai entre I’action et son impact est au 
minimum de 50 ans. Seul un point de 
vue ethique et anthropologique prenant 
en compte la survie de Pespece humaine 
pourrait resoudre le dilemme, mais en 
tant I ’Homo ceconomicus est un individu 
calculates agissant par interet personnel, 
et pour lequel Penvironnement est une 


ressource infinie gratuite. Dans le jeu 
economique, il n’y a pas de taux d’inte- 
retecologique, comme le 
montre Pineluctable dis- 
parition, sous I’effet des 
lois economiques, des 
ressources halieutiques. 
C’est done a une concep- 
tion plus large de I’huma- 
nite et a un renouveau 
de I’ethique que convie 
Pauteur, a defaut de voir 
Pespece humaine, victime 
de la pensee economique, 
partager le triste sort de 
la morue, du thon rouge... 
et de la grenouille. L’auteur, mathemati- 
cien et economiste, a participe a la chaire 
Finance et developpement durable de 
PUniversite Paris-Dauphine, qu’il a presi- 
dee. II est Pauteur de nombre d’ouvrages 
de vulgarisation. || 


Ivar Ekeland. Editions Odile Jacob. 

www.odilejacob.fr 



Adolescences? 


Envie de comprendre, besoin de 
reperes ? Decouvrez qui est I’adoles- 
cence d’aujourd’hui grace a la descrip- 
tion la plus objective pos- 
sible de ses differentes 
facettes : fille ou gargon, 
enfant d’ouvrier ou enfant 
de cadre, comment tra- 
verse-t-on I’adoles- 
cence ? Les adolescents 
d’aujourd’hui sont-ils plus 
precoces, plus murs, 
plus violents, comme on 
I’entend dire si souvent ? 

A I’heure du telephone 
portable, d’lnternet et 
des reseaux sociaux, 
comment les adolescents 
vivent-ils leurs relations avec les autres ? 
Quelle est leur consommation de tabac, 
d’alcool et de cannabis ? Comment les 
adolescents vivent-ils leur scolarite ? 
Quel est le poids des inegalites sociales 
sur leur reussite scolaire ? Decouvrez les 
reponses a nombre de questions grace 


a des doubles pages resolument gra- 
phiques et faciles a lire, s’appuyant sur 
des chiffres fiables et sur les savoirs de 
la sociologie. Decryptez 
sans parti pris la diver- 
site des opinions grace 
a des entretiens avec 
des experts de premier 
plan. Trois auteurs s’y 
sont attaches : Frangois 
Beck est sociologue a 
I’lnstitut national de pre- 
vention et d’education 
pour la sante (INPES) et 
intervient regulierement 
dans les medias pour 
parler des rapports des 
adolescents aux subs- 
tances psycho-actives ; Florence 
Maillochon est sociologue au CNRS ; 
Ivana Obradovic est chargee d’etudes 
a I’Observatoire frangais des drogues et 
toxicomanies (ODFT). || 


Editions Belin. www.editions-belin.com 



Agenda 
mars-juin 2016 


JIB 2016 
22-24 juin 2016 

Paris/Porte de Versailles 
www.jib-sdbio.fr 

SNBH 

22-24 juin 2016 

Paris/Porte de Versailles 

www.snbh.asso.fr - www.acnbh.org 


Journees francophones 
d’hepato-gastroenterologie 
et oncologie digestive 
17-20 mars 2016 

Paris/porte Maillot 

www.jfhod.com 

Forum Labo & Biotech 
30-31 mars 2016 

Lyon 

www.forumlabo.com 

Assises de sexologie 
et de sante sexuelle 
7-10 avril 2016 

Reims 

www.assises-sexologie.com 

European congress 
of clinical microbiology 
& infectious diseases/ECCMID 
9-12 avril 2016 

Istanbul 

www.eccmid.org/eccmid_201 6 

Hemochromatose : 

semaine nationale de sensibilisation 

1 er -6 juin 2016 

www.hemochromatose.fr/semaine- 

de-sensibilisation 

I3S : Symposium international 
salmonelles/salmonelloses 
6-8 juin 2016 

Saint-Malo 

www.i3s2016.com 

Journee nationale de la sante du pied 
9 juin 2016 

www.sante-du-pied.org 

Symposium international 
EMBO-ISOPOL Listeriose 
14-17 juin 2016 

Paris/I nstitut Pasteur 

www.pasteur.fr 
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Revue de presse 




Du super-lourd dans la nouvelle table 
de MendeleYev 


Quand le chimiste russe Dimitri Mendeleiev 
crea en 1 869 la premiere table de classifica- 
tion systematique des elements chimiques 
connus a I’epoque, il avait deja anticipe 
de pouvoir y ajouter d’autres elements qui 
restaient a decouvrir, et de predire leurs 
proprietes chimiques grace a leur configura- 
tion electronique. Pres de 1 50 ans separent 
les quelques lignes ecrites de sa main du 
tableau actuel... qui, apres la reconnais- 
sance des elements 1 1 4 et 1 1 6 en 201 1 , 
vient de s’enrichir a nouveau, en 2016, de 
quatre nouveaux elements : 1 1 3, 1 1 5, 1 1 7 
et 118. Bien qu’ils ne soient pas encore 
reellement baptises, les « petits nouveaux » 
(ununtrium, ununpentium, ununseptium et 
ununoctium) completent la septieme ligne 
d’un tableau, comportant 18 colonnes 
et 7 lignes, regroupant tous les elements 
chimiques connus, ordonne par un numero 
atomique (nombre de protons d’un atome) 
croissant. 

C’est en tentant de decouvrir des elements 
dits transuraniens, dont le numero atomique 
est superieur a celui de I’uranium, I’atome le 
plus lourd connu sur Terre, que les physiciens 
ont decouvert ces quatre nouveaux elements 
qui ne sont pas si nouveaux ni si naturels. . . 
Pas si nouveaux , car ces elements, par- 


ticulierement lourds puisqu’ils possedent 
respectivement 113, 115, 117 et 118 pro- 
tons, n’existent pas dans la nature et ont 
ete obtenus dans des accelerateurs de 
particules, il y a pres de 10 ans pour cer- 
tains d’entre eux ! Leur inscription recente 
(le 30 decembre 2015) au tableau perio- 
dique des elements est en effet due au 
delai necessaire a la validation de leurs 
decouvertes par I’Union internationale de 
chimie pure et appliquee (IUPAC) et son 
equivalent en physique (IUPAP). 

Quatre nouveaux atomes 
super-lourds de 1 13, 

115, 117 et 118 protons 
completent la 7 e ligne 
du tableau periodique 
j des elements. 

Pas si naturels , car ces elements super- 
lourds sont crees artificiellement par col- 
lisions entre atomes plus petits projetes a 
tres haute vitesse et ont une duree de vie 
extremement breve, bien inferieure au cen- 


time de seconde. Leur decouverte est le 
fruit d’une collaboration russo-americaine 
entre les instituts de Doubna (Russie), 
d’Oak Ridge et de Lawrence Livermore 
(Etats-Unis) pour I’ununpentium et I’unun- 
septium, et entre Doubna et Livermore, 
pour I’ununoctium ; celle de I’ununtrium 
a ete realisee a I’lnstitut de recherches 
Riken au Japon. 

Le septieme rang venant d’etre complete, 
la question est : a quand la decouverte 
d’un element chimique de nombre ato- 
mique de 1 1 9, voire au-dela, ouvrant ainsi 
une 8 e periode chimique dans la quete 
de cet Hot de stability nucleaire auquel 
revent les physiciens ? Bien que I’interet 
d’une telle decouverte pour le medecin 
et le biologiste reste encore du domaine 
cognitif, il y a fort a penser qu’une appli- 
cation medicale est a venir. A chacun ses 
reves... 


http://culturesciences. chimie. ens. fr/content/ 

la-classification-periodique-de-lavoisier-a- 

mendeieiev-1229 

http://www. iupac. org/news/news-detail/article/ 
discovery-and-assignment-of-elements-with- 
atomic-numbers- 113-115-11 7 -and- 1 1 8. html 


Dans les algues, un nouveau traitement 
du diabete 


^encapsulation de cellules productrices 
d’insuline dans des contenants derives 
d’alginates protege leur implantation post- 
greffe en les rendant invisibles au systeme 
immunitaire, et permet la restauration de 
la regulation glycemique dans un modele 
animal de diabete de type 1 . 

Apres avoir ete utilise comme engrais, puis 
pour sa teneur en soude et en iode, le goe- 
mon que Ton decouvre sur les plages bre- 
tonnes, et en particular sous forme d’algues 
brunes, est actuellement tres recherche pour 
ses alginates. Grace a leurs proprietes epais- 
sissantes et gelifiantes, ces polysaccharides 
sont utilises dans de tres nombreux domaines 
tels que I’alimentation, la papeterie, le textile, 
la ceramique, la cosmetique. . . 


Deux etudes publiees par une equipe du pres- 
tigieux Massachusetts Institute of Technology 
(MIT), dont les resultats viennent de paraitre 
dans les revues scientif iques Nature Medicine 
et Nature Biotechnology, montrent que ces 
alginates pourraient avoir une fonction dans 
le traitement du diabete de type 1 . Dans cette 
forme de diabete, la destruction des cellules 
beta formant les ilots de Langerhans, dont le 
role majeur est la production d’insuline par le 
pancreas, conduit a un defaut de regulation 
du taux de sucre sanguin. Comme la raison 
de cette destruction est toujours inconnue, 
les traitements actuels pallient au manque 
d’insuline en complementant quotidienne- 
ment I’organisme en hormone par voie exo- 
gene (injections, pompe. . .). 


Recemment, de nouvelles approches ont 
vu le jour comme la greffe de cellules beta 
saines qui permet de reproduire une produc- 
tion endogene de la precieuse insuline. Ces 
differents traitements sont tres contraignants 
pour le patient, d’autant plus que, dans le 
cas des greffes de cellules de pancreas, un 
traitement immunosuppresseur a vie est 
indispensable pour eviter leur rejet. 
L’avancee technologique et medicale a retenir 
des travaux d’Arturo J. Vegas et coll, est la 
reussite de (’encapsulation de cellules insuli- 
nogenes a partir de derives d’alginates pour 
les rendre invisibles au systeme immunitaire 
et done prolonger leur fonctionnement apres 
greffe. Cela parait simple mais pour y par- 
venir, les chercheurs ont tout d’abord cree 
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I une bibliotheque de pres de 800 derives 
d’alginates, dont ils ont teste Pefficacite sur 
r la souris et sur le primate. 

II s’agissait de selectionner des derives qui, 
une fois implantes sous forme d’une cap- 
sule gelifiee (hydrogel), ne provoquaient pas 
de tissu cicatriciel de type fibrose autour 
de la capsule, ce qui bloquerait la libera- 
tion de la proteine produite par les cellules 
greffees. Les chercheurs ont ensuite teste 
le derive le plus efficace, le triazole-thio- 
morpholine dioxide (TMTD), sur des sou- 
ris diabetiques. Dans ce but, des cellules 
d’ilots pancreatiques, produites a partir de 
cellules souches embryonnaires humaines 
et encapsulees dans un gel de TMTD, ont 
ete implantees dans la cavite peritoneale de 
souris immunocompetentes porteuses d’un 
diabete de type 1 chimio-induit. Les auteurs 
ont alors observe que la glycemie des souris 
qui avaient regu I’implant etait corrigee et 
que cette correction etait maintenue pendant 


les 174 jours de I’experience, sans aucun 
traitement immunosuppresseur. De fagon 
interessante et surprenante, au terme des 
6 mois d’experience, les cellules humaines 
etaient toujours vivantes et la concentra- 
tion du peptide C humain, reflet du potentiel 
insulino-secreteur des cellules implantees, 
restait quasi inchangee. 

De tels resultats suscitent un interet thera- 
peutique majeur pour le patient diabetique, 
qui n’aurait plus a subir des injections repe- 
tees d’insuline et dont les cellules greffees 
ne seraient pas rejetees. Mais quelles sont 
les etapes a franchir avant une application 
a I’Homme ? Certaines sont en voie d’etre 
atteintes puisque les auteurs de cette etude 
viennent de montrer que I’implantation sur 
le primate de capsules similaires, mais non 
colonisees par des cellules beta, inhibait la 
reponse des macrophages et ne provoquait 
pas la fibrose tant redoutee (Nature Biotech- 
nology). D’autres etapes restent a franchir, 


telles I’etude de la production d’insuline a long 
terme a partir de cellules humaines dans un 
modele de diabete chez le primate, la mise 
au point d’un hydrogel plus performant et 
plus stable, la comprehension des meca- 
nismes d’immunotolerance conferee par le 
gel d’alginate. Comme souvent en recherche 
translationnelle, cela prendra du temps, mais, 
c’est une piste supplemental qui, develop- 
pee en parallele de celle du pancreas artificiel 
dans lequel I’injection d’insuline se fait de 
fagon automatique et passive a partir d’une 
mesure en continu du taux de glucose sous- 
cutane (essais cliniques en cours), sont autant 
d’espoirs d’ameliorer signif icativement le trai- 
tement et les conditions de vie des patients 
atteints de diabete de type 1 . ■■ 


Vegas AJ, et coll. Nat Med. 2016 Jan 25. doi: 
10. 1038/n m.4030. [Epub ahead of print]. 
Vegas AJ, et coll. Nat Biotech nol. 2016 Jan 25. 
doi: 10. 1038/nbt.3462. [Epub ahead of print]. 


Le microbiote vaginal, 

une protection pour le nouveau-ne 


Le microbiote designe I’ensemble des 
microorganismes d’une flore donnee. En 
fonction du lieu de vie de cette flore, on decrit 
differents types de microbiotes : cutane, 
intestinal, vaginal... 

Un nombre croissant de publications sug- 
gerent des liens entre les microorganismes 
du tube digestif et diverses pathologies meta- 
boliques, inflammatoires, immunitaires, voire 
mentales, tandis que d’autres demontrent le 
role protecteur de certaines bacteries intes- 
tinales. L’impact sur la sante des milliards 
de bacteries qui vivent en symbiose avec 
I’Homme est devenu tenement important que 
certains qualifient le microbiote de nouvel 
organe. Des etudes recentes suggerent que 
la colonisation de I’intestin par des bacteries 
pourrait se produire tres tot, in utero. En effet, 
il a ete montre que le meconium, qui corres- 
pond aux premieres selles du nouveau-ne, 
contenait deja des bacteries. 

Cependant, le microbiote est majoritairement 
transmis a la naissance lors du contact du 
nouveau-ne avec le microbiote maternel, 
en particulier vaginal, au moment de I’ac- 
couchement. Dans une etude que publie 
Nature Medicine, M.G Dominguez-Bello et 
coll. (Universite de New York) notent que les 
bebes nes par la cesarienne n’auraient pas le 
meme microbiote intestinal que les enfants 
nes par voie basse et que celui-ci serait plus 
proche du microbiote cutane, retrouve sur la 


peau maternelle. Ces ednfants semblent en 
particulier manquer de certaines bacteries 
de type Bifidobacteries et Bacteroides, qui 
constituent une part importante de la flore 
intestinale. En dehors de leur role immuno- 
modulateur, ces bacteries sont importantes 
car elles creent un micro-environnement 
favorable a la colonisation du systeme digestif 
du nouveau-ne par ces bacteries dites utiles. 
A noter que des donnees epidemiologiques 
suggerent que les enfants nes par cesa- 
rienne presenteraient un risque plus eleve 
de souffrir de pathologies metaboliques et 
auto-immunes : M.G Dominguez-Bello et coll, 
se sont demande si Ton ne pouvait restau- 
rer leur microbiote. Ils ont alors conduit une 
etude-pilote chez 11 bebes nes par cesa- 
rienne qui etaient ou non mis en contact a 
la naissance, au niveau de la peau et de la 
bouche, avec la flore vaginale de leur mere. 
Le microbiote intestinal de ces bebes etait 
compare un mois apres leur naissance avec 
celui de 7 bebes nes par voie basse et ayant 
done ete naturellement en contact avec la flore 
vaginale maternelle.L’analyse genomique de 
I’ADN bacterien present dans les selles montre 
que le contact avec les secretions vaginales 
permettait aux bebes nes par cesarienne 
d’acquerir rapidement une flore intestinale 
enrichie en bacteries qui leurfaisaient defaut. 
En effet, un mois apres la naissance, la flore 
intestinale des bebes ayant ete mis en contact 


avec la flore vaginal maternelle juste apres 
la cesarienne etait beaucoup plus proche 
de celle des bebes dont les meres avaient 
accouche par voie basse par rapport a celle 
des enfants nes par cesarienne, mais non 
exposes aux secretions vaginales. 

Les resultats de ces travaux sont particulie- 
rement prometteurs et leur application dans 
les maternites semblerait simple. C’est sans 
compter avec les questions auxquelles il faut 
d’abord repondre. 

Les auteurs se sont deja engages dans cette 
demarche en augmentant de fagon signi- 
ficative le nombre de bebes etudies ainsi 
que la duree de I’etude, en integrant le type 
d’alimentation regue (lait maternel ou lait 
maternise) dans I’analyse, en etudiant si le 
traitement antibiotique donne aux patientes 
ayant subi une cesarienne modifie les resul- 
tats en termes de diversity bacterienne... 
II sera egalement indispensable de verifier 
I’absence de transmission de pathologies 
maternelles, dont les maladies sexuellement 
transmissibles, par les secretions vaginales. 
Ces resultats posent egalement la question 
pertinente des mecanismes par lesquels les 
bacteries maternelles eduquent le systeme 
immunitaire du nouveau-ne. II 


Dominguez-Bello MG, et coll. Nat Med. 2016 
Feb 1. doi: 10. 1038/nm.4039. [Epub ahead of 
print] 
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Dossier scientifique 


Les maladies de I’hemoglobine 



Bruno Baudin 3 



Avant-Propos 


N ous connaissons tous I’hemoglobine par nos 
etudes, toubibs, potards et autres scienti- 
fiques ; nous savons son importance dans les 
echanges gazeux lies a la respiration et les troubles 
induits par sa diminution de production, de stability 
ou encore de solubilite. Mais, les methodes d’etude 
des maladies de I’hemoglobine, car c’est ainsi que 
nous allons les appeler ou encore hemoglobinopa- 
thies, ont beaucoup evolueet sont maintenant sou- 
mises a une reglementation precise. La connaissance 
sur les genes gouvernant la synthese des chaines 
de globine a litteralement explose, et la prise en 
charge des hemoglobinopathies, dont leur diagnostic 
precoce, neonatal et prenatal, a enormement pro- 
gresse avec une organisation sur le territoire natio- 
nal basee sur 6 centres specialises. Deux regions 
sont particulierement concernees: I’lle-de-France 
et la region PACA (Provence-Alpes-Cote d’Azur) 
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par leur large accueil de populations issues des 
zones a risque comme I’Afrique sub-saharienne, 
les departements frangais d’outre-mer (Antilles, 
Guyane, Reunion et Mayotte), I’Afrique du nord 
(Algerie, Tunisie, Maroc), I’Amerique du Sud et les 
Americains noirs du Nord, ajoutons tout le Moyen- 
Orient et le pourtour mediterraneen (surtout Turquie, 
Grece et Italie du Sud). 

Depuis leur decouverte, I’hemoglobine et ses mala- 
dies sont partagees entre hematologistes et bio- 
chimistes. Pour les premiers, I’hemoglobine est le 
constituant majeur des hematies, ou erythrocytes 
ou encore globules rouges; pour les seconds, il 
s’agit d’une proteine et meme le modele d’une 
proteine de transport et de regulation allosterique, 
oh le gros mot! La drepanocytose, maladie heredi- 
taire, connue en Afrique de souvenirs immemoriaux, 
est parue au grand jour en 1910 en examinant le 
sang de malades drepanocytaires avec (’observa- 
tion d’hematies en forme de faucille (dits pour cela 
falciformes). II s’agit bien d’une maladie hemato- 
logique, car elle s’accompagne d’anemie hemo- 
lytique et de troubles vasculaires severes. Depuis 
1920, on sait qu’elle est une maladie genetique 
de transmission autosomique recessive; voici que 
les geneticiens viennent apporter leur grain de sel. 
Et les biochimistes rentrent en scene avec leurs 
fameuses methodes, qu’en fait ils ont piquees aux 
physiciens! Ainsi, des 1949, grace a I’electropho- 
rese, on sait differencier I’hemoglobine mutante, 
I’hemoglobine S, de I’hemoglobine normale, dite A. 
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En 1 957, on decouvre la mutation sur le gene codant 
la chaTne de la globine p, amenant a remplacer le 
glutamate en position p6 par une valine plus hydro- 
phobe, et c’est le debut de tous les maux. Excellent 
exemple pour les etudiants : en modifiant une base 
dans un exon d’un gene, par le code genetique 
degenere on change un residu d’acide amine dans 
la proteine et cela peut suffire a lui faire perdre un 
peu de solubilite dans I’eau, et done dans le cytosol 
des hematies, ou elle va precipiter en s’agregeant. 
L’hematie ainsi pourvue va se tordre en passant 
dans les capillairesles plus fins, les obstruant, et 
menant a une elimination acceleree dans le foie et 
la rate ; I’anemie s’installe et finira un jour par devoir 
etre traitee par transfusion. 

Pour les thalassemies, le probleme est d’emblee 
different, le defaut genetique touche I’une des 
chaTnes de globine donnant des a-thalassemies 
et des p-thalassemies; les defauts quantitatifs vont 
dependre de I’age et du type de mutation, ame- 
nant a tout un kaleidoscope d’expressions phe- 
notypiques et done compliquant le diagnostic et 
la prise en charge. 

Qui pouvait le mieux coordonner un dossier scienti- 
fique de la Revue Francophone des Laboratoiressur 
les « maladies de I’hemoglobine » : un hematologiste, 
un biochimiste, un geneticien, un pediatre, un hema- 
tologue? Nul ne le saura jamais; les des sontjetes et 
ont choisi les biochimistes. Ainsi, je peux proposer 
deux biochimistes pour les premiers articles devolus 
au fondamental et a I’analyse phenotypique, puis 
pour les quatre autres articles il s’agira de medecins 
et de biologistes hematologistes ou geneticiens 
des centres de reference d’lle-de-France (disons 
surtout de Paris) et de Marseille en region PACA. 
Attention, ga va saigner, I’hemoglobine va couler. . . 
mais sans tacher! 

Ainsi, le premier article, consistera surtout en rap- 
pels sur la structure, les fonctions, la synthese et 
le catabolisme des hemoglobines normales. Apres 
une breve description des principales anomalies tou- 
chant les hemoglobines, seront donnes les principes 
des methodes d’etudes structurales, qualitatives 
et quantitatives (Bruno Baudin « Hemoglobines 
normales et pathologiques»). 

Le deuxieme article a ete confie a Nathalie Mario et 
N. Salaa, du laboratoire de biochimie specialise pour 
le « Diagnostic biologique des hemoglobinopathies », 
grandes specialistes du domaine depuis plusieurs 
annees avec, au laboratoire, deux CLHP et une 
electrophorese capillaire dediees a ces diagnostics. 
Nathalie Couque, E. Trawinski et J. Elion, biolo- 
gistes a I’Hopital Robert Debre (APHP), font le point 
sur la « Genetique des maladies de I’hemoglobine », 


les aspects genotypiques venant completer les 
precedents. 

Les deux articles suivants concernent le diagnostic 
et la prise en charge therapeutique de ces mala- 
dies, le premier sur « La drepanocytose en France » 
par Sarah Mattioni, K.-S. Stojanovic, R. Girot et 
F. Lionnet (Service de medecine interne, Centre 
de la drepanocytose, Hopital Tenon, FIUEP-APHP, 
Paris), et le second sur « Les thalassemies en 201 6 » 
par Nathalie Bonello-Palot, M. Cerino, P. Jolye 
et C. Badens (Laboratoire de genetique molecu- 
laire, Departement de genetique medicale, Hopital 
d’enfants de La Timone, CHU de Marseille, APHM 
et Unite de pathologie moleculaire du globule rouge, 
Laboratoire de biochimie et de biologie moleculaire, 
Hopital Edouard Herriot, Hospices civils de Lyon). 
Enfin, the last but not the least! Bichr Allaf, 
N. Couque et M. Benkerrou traiteront du « Depistage 
neonatal de la drepanocytose » (Services de biochi- 
mie et de genetique moleculaire et d’hematologie, 
Centre de reference de la drepanocytose, Hopital 
Robert Debre, APHP, Paris). 

Nous voila armes, il est vrai pour une activite de 
biologie assez specialisee, mais tout a fait passion- 
nante. La genetique avance, latechnologie aussi, la 
prise en charge de ces maladies et les diagnostics 
neonatal et prenatal posent des problemes medicaux 
et societaux. II nous a semble opportun d’en tenir 
informe le plus grand nombre de nos collegues. 
Bonne lecture. 
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Les hemoglobines normales et pathologiques 


Bruno Baudin 3 


Resume 


L’hemoglobine est la principale proteine des globules rouges assurant le 
transport de I’oxygene (0 2 ) du poumon vers les tissus et le retour du gaz 
carbonique (C0 2 ) des tissus vers le poumon. Sa structure oligomerique 
permet une regulation fine par l’0 2 lui-meme (effet allosterique) et par 
le pH et le 2,3-diphosphoglycerate. Le fer (Fe 2+ ) de la molecule d’heme 
portee par les chaTnes de globine constitutives de I’hemoglobine assure 
la liaison de l’0 2 . Des mutations sur les genes codant pour les chaTnes 
de globine peuvent modifier la solubilite, la stability I’affinite pour l’0 2 , 
la liaison du Fe 2+ ou son etat d’oxydation, de I’hemoglobine. La mutation 
la plus frequente est celle responsable de la drepanocytose avec appa- 
rition d’HbS de migration anormale a I’electrophorese et d’hematies fal- 
ciformes. D’autres mutations amenent a des proteines mutantes moins 
solubles et de migrations anormales; on regroupe cet ensemble sous le 
terme d’hemoglobinoses, ou anomalies qualitatives de I’hemoglobine. 
D’autres types de mutations se manifestent par des anomalies quantita- 
tives, dites thalassemies, avec defaut de synthese de la chaTne a dans les 
a-thalassemies et de la chaTne (3 dans les p-thalassemies. L’ exploration 
de ces anomalies qualitatives ou quantitatives passe par des methodes 
separatives basees sur des differences de charges electriques, comme 
I’electrophorese alcaline ou acide en gel ou en capillaire, I’isoelectrofocali- 
sation et la chromatographie d’echange d’ions. II sera souvent necessaire 
de disposer de dosages fiables en Hb anormale, HbF et HbA2 auxquels on 
peut ajouter la numeration-formule sanguine montrant I’anemie hemolytique 
et la genetique moleculaire pour identifier la mutation. D’autres analyses 
plus specialises sont reservees aux centres de reference. 

Chromatographie - drepanocytose - electrophorese - hemoglobine - 
hemoglobinopathies - isoelectrofocalisation - thalassemies. 


El Introduction 


L’hemoglobine des erythrocytes (ou hematies) des vertebres 
transporte I’oxygene des poumons aux tissus; I’oxygene, 
ou plutot la molecule de dioxygene (0 2 ), est liee aux atomes 
de fer des quatre groupements heminiques portes par les 
chaTnes de globine. L’hemoglobine est le constituant majeur 
des erythrocytes. Des mutations portant sur des sites de 
fixation de I’heme, ou touchant a la stability ou a la solubilite 


Summary 

Normal and pathological hemoglobins 

Hemoglobin is the major protein in red cells responsible 
for the transport of oxygen (0 2 ) from lung toward 
tissues and coming back of carbonic gas (C0 2 ) from 
tissues toward lung. Its oligomeric structure allows a 
fine regulation by 0 2 it-self (allosteric effect) and by 
pH and 2,3-diphosphoglycerate. Iron ion (Fe 2+ ) in the 
heme molecule carried by globin chains constitutive of 
hemoglobin is responsible for 0 2 transport. Mutations 
in genes encoding globin chains can modify solubility, 
stability, affinity for 0 2 , linkage of Fe 2+ or its oxidative 
state, of hemoglobin. The most usual mutation is that 
responsible for sickle cell disease with the appearance 
of HbS with abnormal migration in electrophoresis. 
Other mutations lead to mutant proteins less soluble 
and with abnormal migration ; this group of diseases 
is called hemoglobinoses, or qualitative abnormalities 
of hemoglobin. Other types of mutations are charac- 
terized by quantitative abnormalities, called thalas- 
semia, with the defect in the synthesis of the a-chain 
in a-thalassemia or the (3-chain in p-thalassemia. 
The exploration of these qualitative or quantitative 
abnormalities needs separative methods based on 
the differences in electric charges, such as alkaline 
or acidic electrophoresis in a gel or a capillary, isoe- 
lectrofocusing and ion-exchange chromatography. 
Often it would be necessary to quantify the abnormal 
Hb, also HbF and HbA2 with blood counting showing 
the hemolytic anemia and molecular genetics for the 
identification of the mutation. Other more specialized 
analyses are reserved to reference centers. 

chromatography - sick cell disease - 
electrophoresis - hemoglobin - hemoglobinopathies - 
isoelectrofocusing - thalassemia. 
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de la proteine, se manifestent par des pertes d ’erythrocytes a 
I’origine d’anemie. Ces maladies qualitatives de I’hemoglobine 
sont appelees hemoglobinoses, dont la principale et la plus 
redoutee est la drepanocytose avec I’apparition d’hema- 
ties falciformes (en faucille). D’autres maladies touchent la 
synthese des chaTnes de globine; elles ont done aussi une 
origine genetique et leurs defauts quantitatifs sont appeles 
hemoglobinopathies. Ces maladies sont aussi accompa- 
gnees d’anemie et de fagon plus caracteristique d’anemie 
hemolytique. Avant d’entrer dans le vif du sujet, diagnostic 
et prise en charge des maladies de I’hemoglobine, il nous a 
paru necessaire de rappeler la structure de cette proteine, 
ses fonctions biologiques normales, sa synthese sous ses 
differentes formes, les anomalies touchant cette biosynthese, 
enfin les methodes qui permettent de les explorer. 
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Figure 1 - Structure quaternaire 
de I’htmoglobine A (a 2 P 2 ). 


Zone de contact 



Heme 


Structure quaternaire de Phemoglobine A (a 2 p 2 ) avec les zones de contact 
permettant la transition allosterique regulant sa fonction oxyphorique. 

3 Structure et fonctions 

des hemoglobines 

L’htmoglobine ou plutot les hemoglobines sont consti- 
tutes de quatre chaines polypeptidiques, les chaines 
de globine, dont il existe plusieurs entites (leur structure 
primaire). Normalement, une molecule d’htmoglobine est 
formee de deux types de chaines, identiques deux a deux. 
L’hemoglobine A (HbA), la forme majoritaire circulant dans 
le sang des adultes de I’esptce humaine (homo sapiens 
sapiens), un verttbrt mammiftre, est constitute de deux 


chaines de type alpha (a) et deux chaines de type beta (p) 
(figure 1). La chaine a comporte 141 rtsidus d’acides 
amints et la chaine p 146; les deux types de chaines 
comportent de nombreux rtsidus d’acides amints dans les 
merries positions; on en retrouve de nombreux en commun 
aussi avec la chaine polypeptidique de la myoglobine qui 
se trouve dans le cytosol des cellules musculaires, por- 
tant une seule moltcule d’htme done une seule moltcule 
de dioxygtne. Ce fort taux d’homologies concerne tout 
particulitrement les deux rtsidus d’histidine qui rtalisent 
des liaisons de coordination mttallique avec I’atome de 
fer fixt dans la moltcule d’htme. L’un de ses rtsidus 
histidine (His distale) lie directement le fer sous forme 
Fe 2+ , I’autre (His proximale) le lie par I’intermtdiaire de la 
moltcule d’0 2 quand I’htmoglobine est oxygtnte (dite 
alors oxyhtmoglobine). Les chaines de globine portent 
toutes de nombreuses htlices alpha (htlices classiques 
3,6-1 3) dans leur structure secondaire, 7 pour la chaine a 
(nottes de A a G) et 8 pour la chaine p (nottes de A a H). 
La poche contenant I’htme se trouve entre les htlices E 
et F pour les deux types de chaines. L’ion Fe 2+ est lit a 
I’His F8 en position 87 dans la chaine a et en position 92 
dans la chaine p. L’His proximale est dans I’htlice D. 
L’htmoglobine est une mttalloprottine a fer, porteuse de 
groupements prosthttiques (non peptidiques) de nature 
htminique, la protoporphyrine IX (figure 2). Les structures 
tertiaire (conformation 3D) et quaternaire (association des 
chaines) de I’htmoglobine ont ttt analystes par diffrac- 
tion des rayons X (radiocristallographie). Ces analyses ont 
montrt I’orientation des htlices, la nature des contacts 
entre les chaines en confirmant la structure oligomtrique 
a quatre chaines. Les contacts aipi et a2p2 sont trts 
ttroits et apolaires ; les contacts al p2 et a2pi sont moins 
rigides, quant aux contacts homologues al a2 et pi p2, ils 
sont trts faibles permettant des modifications conforma- 
tionnelles (figure 1). La fixation de moltcules d’0 2 induit 


Figure 2- Structure de I’heme de I’hemoglobine (protoporphyrine IX). 
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Structure de I’heme de I’hemoglobine (protoporphyrine IX) avec, a droite, la liaison de l’02 dans I’heme par I’ion Fe 2+ chelate par liaison de coordination entre 
les cycles pyrroliques de la porphyrine et les histidines proximale et distale des chaines de globine. 


28 //Revue Francophone des Laboratoires - Avril 2016 - n°481 





LES MALADIES DE L'HEMOGLOBINE 


une transition allosterique faisant passer I’hemoglobine 
d’une forme tendue peu affine pour 0 2 (T ou « tight ») a une 
forme oxygenee relachee (R ou « relax ») plus affine pour 0 2 
(oxyhemoglobine). Dans le modele allosterique concede 
(ou modele de Monod-Wyman-Changeux), les quatre 
chaines de globine changent conjointement de confor- 
mation en s’eloignant les unes des autres de quelques 
dizaines d’angstroms (quelques nanometres) au niveau 
des contacts les plus laches [1]. Aces effets allosteriques 
homotropes (dus a l’0 2 lui-meme), s’ajoutent des effets 
allosteriques heterotropes (dus a d’autres molecules): 
I’affinite de I’hemoglobine pour l’0 2 est diminuee par le 
C0 2 qui se lie aux chaines de globine par carbamylation de 
residus lysine (en position e): 

Hb-sNH 2 + C0 2 -► Hb-NH-COOH 

Cette liaison du dioxyde de carbone (C0 2 ) diminuant I’affi- 
nite de I’hemoglobine pour l’0 2 , done en stabilisant I’etat T, 
est appelee effet Haldane; il va aussi diminuer le pH en 
remplagant une fonction amine basique par une fonction 
carbamate acide faible. Le pH est encore abaisse par 
I’activite cellulaire (la respiration aerobie acidifie la mito- 
chondrie). Le C0 2 est produit par le metabolisme oxydatif 
cellulaire au cours des decarboxylations (cycle de Krebs 
dit de I’acide citrique) ; I’hemoglobine apporte l’0 2 neces- 
saire a la respiration cellulaire dont le but est de produire 
de I’ATP, et se charge en C0 2 pour I’eliminer sous forme 
gazeuse dans I’expiration, alors que l’0 2 rentre dans les 
poumons lors de I’inspiration. Un pH bas diminue I’affinite 
de I’hemoglobine pour l’0 2 , e’est I’effet Bohr, bien connu 
des physio-pathologistes de la respiration et des reani- 
mateurs. Le2,3-diphosphoglycerate (2,3-DPG), produit de 
la glycolyse, diminue lui aussi I’affinite de I’hemoglobine 
pour l’0 2 en stabilisant la forme desoxygenee, signifiant a 
I’organisme que quand la glycolyse est active, il y a moins 
besoin d’0 2 pour synthetiserde I’ATP, les phosphorylations 
oxydatives etant suffisamment efficaces (autocontrole 
energetique). Si on compare les courbes de saturation 
de I’hemoglobine par l’0 2 on voit I’effet homotrope qu’il 
produit sur elle (sigmoide) alors qu’il ne le fait pas sur la 
myoglobine (hyperbole) (figure 3). Done, quand la p0 2 est 
elevee (alveoles pulmonaires et arteres), hemoglobine et 
myoglobine sont egalement saturees, alors que dans les 
veines ou la p0 2 est plus faible, seule la myoglobine est a 
demi-saturation alors que I’hemoglobine ne porte presque 
plus d’0 2 ; elle le transfere sur la myoglobine tissulaire afin 
d’oxygener les tissus aerobies. L’affinite pour l’0 2 est plus 
grande pour la myoglobine que pour I’hemoglobine F (dite 
feetale), elle-meme plus grande que pour I’hemoglobine A. 
L’hemoglobine possede un caractere amphotere: basique 
par carbamylation (fixation de I’acide carbonique) et acide 
en se deprotonant, pour la forme oxygenee comme pour 
celle desoxygenee: 

HbH -► Hb- + H + 

HbOH -► HbO- + H + 

Ce caractere apporte a I’hemoglobine un pouvoir tam- 
pon important etant donne sa concentration d’environ 
150 g/L. L’hemoglobine possede aussi des proprietes 
peroxydasiques: 

H 2 0 2 - % 0 2 + H 2 0 


Figure 3- Courbes de saturation par I’oxygene (0 2 ). 



Courbes de saturation par I’oxygene (O 2 ) comparees entre I’hemoglobine A (Hb) des 
globules rouges et la myoglobine (Mb) des cellules peripheriques. 


Figure 4- Spectre UV-visible de differentes formes 
de I’hemoglobine. 



Spectre UV-visible de differentes formes de I’hemoglobine: oxyhemoglobine (Fe 2+ , 0 2 ), 
methemoglobine (Fe 3+ ) et cyanmethemoglobine formee dans la reaction de Drabkin. 


La molecule complete d’hemoglobine (avec fer heminique) 
absorbe dans I’ultraviolet a 415 nm (bande de Soret, qui 
represente I’absorption des electrons tt du noyau porphy- 
rine) et dans le visible entre 500 et 600 nm (couleur rouge) ; 
apres traitement au ferricyanure (reactif de Drabkin), elle 
devient bleue (pic a 540 nm) et apres oxydation en methe- 
moglobine (Fe 3+ ), elle absorbe a 630 nm (figure 4) [1 , 2]. 

3 Biosynthese et degradation 
des hemoglobines 

Les chaines de globine sont synthetisees dans les erythro- 
blastes, issus de cellules souches hematopoietiques. Les 
genes structuraux sont au nombre de deux pour la chaine a, 
situes cote a cote, issus d’une duplication genique, et 
situes a une extremite telomerique du chromosome 16, 
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Tableau 1 : Valeurs normales des differentes 
hemoglobines a la naissance et a Page adulte. 

Hemoglobines 

Nouveau-ne 

Adulte 

HbA (a 2 p 2 ) 

20-40 % 

> 97 % 

HbA2 (a 2 8 2 ) 

< 0,5 % 

2-3 % 

HbF (a 272 ) 

60-80 % 

<1% 


mais un seul pour la chaine p situe a une extremite telo- 
merique du chromosome 11 (1) . Ces genes sont regules 
par d’autres genes realisant une coordination de synthese 
entre eux et pendant la mitose. La molecule d’heme 
est synthetisee dans la mitochondrie, puis le cytosol, 
a partir d’acides amines (porphyrinosynthese) ; dans la 
derniere etape, I’atome de fer se lie par coordination 
metallique sur les molecules de protoporphyrine IX. Les 
quatre chaines s’associent dans le cytosol pour former la 
molecule d’hemoglobine prete a Her du dioxygene (ery- 
throcytes matures passant dans la circulation sanguine). 
A Page embryonnaire, les genes tau (t) et epsilon (s) sont 
seuls a s’exprimer; les hemoglobines t et s disparaissent 
avant 20 semaines de grossesse pour etre remplacees 
par de I’hemoglobine fcetale (HbF) qui perdurera apres 
la naissance. L’HbF est formee de deux chaines a et de 
deux chaines 7 (0^72) ; le gene 7 est situe sur le chromo- 
some 1 1 . La chaine 7 possede de nombreuses homologies 
de sequence avec les chaines a et p, et I’HbF est plus 
affine pour I’oxygene que I’HbA, permettant une bonne 
oxygenation du foetus a partir d’un sang maternel peu 
riche en oxygene. La synthese de la chaine p commence 
des la vie embryonnaire mais ne devient importante que 
quelques semaines avant I’accouchement ; au meme 
moment la synthese de la chaine 7 chute brutalement 
(shift 7/p). A la naissance, I’enfant ne porte pas encore 
autant d’HbA (a 2 p 2 ) que d’FlbF (20-40 % pour la premiere 
contre 60-80 % pour la seconde). Une autre chaine est 
synthetisee dans la periode embryonnaire, la chaine 
delta (5) qui va s’associer a la chaine a (a 2 8 2 ), donnant 
l’HbA2, elle aussi oxyphorique. On en trouve moins de 
0,5 % a la naissance et entre 2 et 3 % chez I’adulte 
(tableau I). 

Les hemoglobines vont subir des modifications post-tra- 
ductionnelles dans le cytosol des hematies. Tout d’abord 
par fixation covalente non enzymatique de glucose sur des 
groupements amines libres avec rearrangement d’Amadori 
formant de I’hemoglobine glyquee (HbAlc). On trouve 
bien sur de I’hemoglobine carbamylee car c’est la forme 
de transport du C0 2 , mais aussi d’autres formes comme 
des derives acetyles, autant de pics anormaux que Ton 
peut retrouver sur les chromatogrammes. 

Les hemoglobines sont catabolisees dans le systeme 
reticulo-histiocytaire apres lyse des hematies vieillies (en 
moyenne apres 1 20 jours) dans la rate, le foie et la moelle 
osseuse. Les macrophages du foie, en particulier, vont libe- 
rer de I’hemoglobine qui va perdre ses molecules d’heme 
subissant des oxydations transformant les porphyrines 
en bilirubine dont une partie sera conjuguee (glucurono- 


1 . voir figure 6 de I’article « Les thalassemies en 2016 ») 


conjugaison) pour une elimination biliaire. Dans le sang, va 
circuler de la bilirubine conjuguee et de la bilirubine non 
conjuguee liee a I’albumine; il n’existe done quasiment 
pas de bilirubine libre. En cas d’hemolyse importante, on 
retrouvera un ictere mixte, dit hemolytique. Les chaines 
de globine sont degradees dans les lysosomes, les acides 
amines liberes pouvant servir a de nouvelles syntheses 
proteiques. Le fer libere pourra rejoindre des formes de 
stockage dans le foie et la moelle, lui aussi disponible 
pour de nouvelles syntheses de proteines a fer, et, dans 
la moelle osseuse, plus directement de nouvelles mole- 
cules d’hemoglobine (recyclage du fer). 

Les anomalies de synthese 
des chaines de globine 

II existe des anomalies quantitatives, les thalassemies, 
et des anomalies qualitatives par mutation ponctuelle 
dans le gene codant pour une chaine. Les premieres, les 
thalassemies, peuvent etre de type a ou p selon la chaine 
touchee. Elies sont la cause d’anemies hemolytiques 
par diminution de la demi-vie des hematies pauvres en 
hemoglobine. Dans les thalassemies a, I’absence de 
chaine a va conduire a la suppleer par une autre chaine, 
chez le nouveau-ne par le maintien de la synthese des 
chaines 7 qui vont polymeriser en 74 (Hb-Bart’s), chez 
I’adulte peu a peu par la polymerisation des chaines p 
(P4 ou HbH). La nomenclature des thalassemies a est 
basee sur le nombre de genes atteints, puisqu’il en existe 
deux pour ces chaines (A1 et A2), et selon le caractere 
homozygote ou heterozygote (1 a 4 alleles touches). II 
s’agit essentiellement de deletions geniques; de tres 
nombreuses ont ete decrites. Dans les thalassemies p, 
I’absence de chaine p va maintenir de I’HbF chez I’adulte 
par la synthese de chaines 7 ; on verra aussi augmenter 
l’HbA2 par stimulation de la synthese de chaines 8 norma- 
lement peu active. La nomenclature des thalassemies p 
est basee sur le nombre d’alleles atteints du seul gene 
codant sur lequel plus de 1 00 mutations recessives ont 
ete retrouvees. Certaines mutations amenent a aucune 
synthese de chaines p (mutations p0), d’autres gardent 
une part de la synthese (mutations p+). Les cas de tha- 
lassemies sont classes en fonction de la severite des 
signes cliniques, en mineures (sans signes cliniques), 
intermediates (anemie microcytaire bien supportee) 
et majeures (anemie hemolytique mal supportee), qui 
seront le plus souvent transfusees. Dans les anemies 
hemolytiques chroniques, on peut voir des corps de 
Heinz au frottis. L’anemie stimule la moelle mais, par le 
defaut de synthese de I’hemoglobine, I’erythropoiese 
est inefficace. Elle peut s’aggraver d’hemochromatose 
par thesaurisation du fer libere, ainsi que de lesions 
cardiaques [3, 4]. 

Les anomalies qualitatives regroupent les hemoglo- 
binoses dues a des mutations ponctuelles touchant, 
pour la plupart, la solubilite de I’hemoglobine, avec 
parfois diminution de sa stability. Plus de 500 muta- 
tions de la chaine p ont ete repertories, mais la plus 
frequente et la plus grave est la p6Glu -► Val responsable 
de la drepanocytose. Les principales mutations sont 
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Tableau II: Hemoglobinoses: 
mutations et anomalies associees. 

Anomalie 

Hb 

Mutation/chame (3 

Solubilite diminuee 

S 

6 Glu -► Val 


C 

6 Glu — ► Lys 


D-Punjab 

121 Glu -► Gin 


O-Arab 

121 Glu -► Lys 

Affinite diminuee 
pour 0 2 

Hope 

136 Glu — ► Asp 

Instability 
structural 
(corps de Heinz) 

Koln, Indianapolis 

X 

Thalassemique 

E 

26 Glu -► Lys 

Cyanose : Fe 3+ 

Methemoglobine 

His proximale (a58, (363) 

Cyanose : Fe 3+ 

Methemoglobine 

His distale (a87, (392) 


repertories tableau II. La drepanocytose est la premiere 
maladie genetique au monde ; elle Test aussi en France 
par ses populations d’origines antillaises, africaines et 
du pourtour mediterraneen. En Afrique, elle est connue 
depuis fort longtemps en medecine traditionnelle ; mais 
il faut attendre 1910 pour voir apparaTtre un premier 
signe diagnostique, la presence d’hematies falciformes 
au frottis sanguin, done par observation du sang au 
microscope. La transmission genetique, autosomique 
recessive, a ete decouverte en 1925, bien avant la mise 
en evidence de I’anomalie biochimique, en 1949, avec 
apparition d’une bande anormale a I’electrophorese de 
I’hemoglobine (dite HbS), et enfin la decouverte de la 
mutation genique P6E/V. Cette mutation changeant un 
residu d’acide amine polaire, le glutamate, en un acide 
amine apolaire et hydrophobe, la valine, va favoriser la 
polymerisation de I’hemoglobine dans I’hematie, ce qui 
est directement lie a la falciformation. Elle est favorisee 
par I’hypoxie; les hematies en faucille obstruent les 
capillaires et creent une anemie, la encore hemolytique 
car ces hematies presentent une demi-vie plus courte. 

5 Bases des methodes d’etude 

On distingue trois grands groupes de methodes: 

1- I’approche hematologique avec I’etablissement de la 
numeration-formule sanguine (NFS) et I’etude du frottis; 

2- Petude de Phemoglobine proprement dite avec mise en 
evidence de Panomalie phenotypique; 

3- I’approche genetique avec mise en evidence de la 
mutation responsable directement ou indirectement des 
anomalies phenotypiques. 

5.1. Approche hematologique 
Le resultat de la NFS est indispensable a P interpretation des 
resultats d’une etude de Phemoglobine, surtout dans le cadre 
des thalassemies ou on rencontre une anemie microcytaire. 
Cette derniere n’est pas specifique car on la retrouve dans 
les carences en fer. La drepanocytose s’accompagne aussi 
d’anemie, mais les hematies falciformes ne sont visibles que 
sur le frottis, examen specifique mais peu sensible. II est 


neanmoins souvent le seul accessible en medecine tropi- 
cale. On le sensibilise en ajoutant un reducteur comme le 
metabisulfite de sodium ou I’acide ascorbique (vitamine C). 
On peut aussi rechercher des corps de Heinz sur le frottis. 
Les reticulocytes sont frequemment eleves car I’anemie est 
regenerative, bien que I’erythropoiese soit peu efficace. La 
biopsie medullaire est rarement necessaire. 

5.2. Etude des hemoglobines 
Elle est basee sur la mise en evidence de differences 
de mobilite electrophoretique ou de temps de retention 
dans une colonne de chromatographie. Rappelons que 
les hemoglobines sont des proteines amphoteres riches 
en acides amines basiques (Arg, Lys) et en acides amines 
acides (Glu, Asp), leurs points isoelectriques (pi) etant 
proches de 7. Les mutations vont toucher des acides 
amines de charges differentes amenant des differences 
de separation par des methodes electrophoretiques ou 
chromatographiques, avec modification du pi donnant 
des formes observables par isoelectrofocalisation. Par 
ailleurs, nous avons vu que physiologiquement I’absence 
d’HbA fonctionnelle stimule la synthese de formes de rem- 
placement comme I’HbF et PHbA2 en fonction du type de 
deficit et de Page du patient. Les limites de ses methodes 
separatives sont intrinsequement celles des differences de 
charges parfois minimes; il faut ajouter les difficultes de 
quantification, surtout avec les methodes electrophore- 
tiques sur gels; enfin, I’automatisation est limitee, meme 
si actuellement des automates de chromatographie ou 
d’electrophorese capillaire ont bien ameliore la prise en 
charge de ces maladies [5]. 

5.2.1 Les methodes electrophoretiques sur gels 

On a longtemps utilise I’electrophorese (EP) sur gel d’ace- 
tate de cellulose puis d’agarose, en conditions alcalines 
(EP alcaline) en parallele d’une autre electrophorese menee 
en conditions acides (EP acide). Une autre approche est 
I’emploi de P isoelectrofocalisation (IEF) sur gel. Maintenant, 
toutes ces methodes sont applicables a I’electrophorese 
capillaire (CE pour capillary electrophoresis), en electro- 
phorese de zone (CZE pour capillary zone electrophoresis) 
ou IEF capillaire (CIEF pour capillary isoelectrofocusing). 
En EP alcaline, les hemoglobines sont chargees nega- 
tivement car le pH (8 a 9) est superieur aux pi des Hbs 
(6,75 a 7,5). Actuellement, on utilise des gels d’agarose a 
haute resolution (HR), des tampons a pH 8,6 et une colo- 
ration des gels a I’amidoschwarz (figure 5). Toutes les 
hemoglobines vont migrer de la cathode, ou elles ont ete 
deposees, vers I’anode (migration anodique); elles sont 
freinees par le flux d’electroendosmose et migrent a une 
vitesse en ordre inverse des pi. L’HbA est la plus rapide 
(pi = 6,98), suivie par I’HbF (pi = 7,05) puis les HbS et 
HbD (pi * 7,20), enfin PHbA2 (pi = 7,42) qui migre comme 
beaucoup d’Hb anormales (HbC, HbE, HbO-Arab...). Les 
HbS et HbD portent des mutations neutralisantes (S: Glu 
a ete remplace par Val; D: Glu a ete remplace par Gin), 
done avec une charge negative en moins; elles vont migrer 
deux fois moins vite que I’HbA. Les HbC et HbE portent 
des mutations apportant des charges positives (Glu rem- 
place par Lys), done moins une charge negative et plus 
une charge positive; ces variants vont migrer deux fois 
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Figure 5- Electrophoreses en gel d’agarose. 

Electrophorese alcaline 

Electrophorese acide 
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Electrophoreses en gel d’agarose, en conditions alcalines (a gauche) et acides (a droite), pour I’identification d’hemoglobines anormales (coloration a I’amido- 
schwarz). On voit, a gauche, le « trait drepanocytaire » (heterozygote A/S) si frequent en Afrique. 


moins vite que les HbS et HbD, done 4 fois moins que 
I’HbA. On distingue aisement un adulte sain (A/A), d’un 
enfant sain (A/F) comme d’un adulte porteur d’un trait 
drepanocytaire (heterozygote A/S) ou d’un vrai drepano- 
cytaire (homozygote S/S, double heterozygote S/C...). On 
n’est neanmoins pas certain de I’identite de I’HbS car au 
meme niveau peuvent migrer d’autres variants dont ceux 
du groupe D comme I’HbD-Punjab, frequente aux Indes. 
Tous les variants HbS, meme les traits drepanocytaires, 
doivent etre verifies par une autre methode, par exemple 
une EP acide. Le meme probleme se pose pour differencier 
I’HbC de I’HbE ou encore de I’HbO-Arab et de nombreux 
autres variants. Sur le gel d’EP alcaline, on peut quantifier 
par lecture densitometrique les differentes fractions, et en 
particulier, celles du variant, de I’HbF et de l’HbA2. Cette 
derniere, ordinairement tres faible (< 3%) est difficilement 
quantifiable; la methode chromatographique sera preferee 
pour cette raison essentielle. Dans le cadre de I’etude des 
thalassemies, I’EP permet de mettre en evidence une Hb- 
Bart’s ou une HbH, particulierement rapides en EP alcaline. 
Chez I’adulte, on peut voir I’augmentation de l’HbA2 et de 
I’HbF ou sa persistance. 

L’EP acide apporte le diagnostic de certitude (ou presque!). 
Ici, les hemoglobines sont chargees positivement car la 
valeur du pH du tampon citrate (6,2) est inferieure a celle 


des pi des Hbs. Toutes les hemoglobines vont migrer de 
I’anode, ou elles ont ete deposees, vers la cathode (migra- 
tion cathodique); elles migrent dans I’ordre des pi, ou a 
peu pres. En gel d’agarose/tampon citrate, I’HbC migre 
vers I’anode, emportee par le flux d’electroendosmose, 
I’HbS migre tres peu, I’HbA est plus rapide mais migre 
dans un groupe contenant aussi HbA2, HbD et HbE ; I’HbF 
est la plus rapide avec I’HbAI c. Ainsi, les Hbs qui migrent 
ensemble en EP alcaline (S et D, d’une part; C et E, d’autre 
part), migrent differemment en EP acide (S est separee de 
D, et C est separee de E). 

Une autre alternative pour remplacer les deux prece- 
dentes est I’lEF ; elle est meme tres ancienne et fait encore 
figure de reference. Le principe en est tres simple, les Hbs 
vont migrer dans un gradient de pH etabli en gel avec 
des Ampholines® (melange d’acides amines de divers 
pi); chaque Hb va s’arreter (on dit qu’elle «focalise») a 
une valeur de pH egale a son pi intrinseque, car a cette 
valeur la proteine amphotere n’est plus chargee (forme 
zwiterrion neutre, avec autant de charges positives que 
negatives). Les Hbs ayant des pi varies vont se retrouver 
a des places differentes dans le gradient de pH, Hbs que 
Ton peut identifier a I’aide de temoins deposes en parallele 
(figure 6). On utilise des gels de polyacrylamide ou d’aga- 
rose HR, des Ampholines® et plus rarement des Immobi- 


Figure 6- Isoelectrofocalisation en gel d’agarose pour I’identification d’hemoglobines anormales. 
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lines® (ampholines immobilisees sur le gel) choisies pour 
former un gradient de pH entre 6 et 9. Le gradient s’etablit 
en meme temps que la focalisation electrique; il faut uti- 
liser un generateur distribuant des voltages eleves (pres 
de 10000 V) car I’etablissement du gradient a amperage 
(I pour intensite) constant augmente la resistance (R), 
done pour maintenir la puissance (P), il faut augmenter 
le voltage (U = R.l et P = U.l) sinon la focalisation s’arrete 
ou le gradient n’est plus lineaire; et augmenter I’ampe- 
rage creerait un effet Joule trop important avec emission 
de chaleur allant jusqu’a bruler les electrodes, le gel et 
meme la cuve d’electrophorese. Mais le generateur est 
surveille pour ne pas faire sauter les plombs, sinon tout 
est a recommencer! L’lEF est encore beaucoup utilisee 
pour le depistage (2) ; parfois elle est une deuxieme ou une 
troisieme methode. L’lEF est particulierement resolutive 
montrant des differences de pi de I’ordre de 0,01 U pH, 
done differencial I’HbS de I’HbD ou encore I’HbC de 
I’HbE ; des variants plus rares peuvent aussi etre detectes 
tant qu’on dispose de temoins adaptes. 

Dans les laboratoires specialises, on realise I’electropho- 
rese des chaines de globine, sur gel ou en CZE, apres leur 
separation par traitement a I’uree et au p-mercapto-ethanol, 
un agent reducteur. Le tampon peut etre acide ou alcalin. 

5.2.2. Les methodes d’electrophorese capillaire 

Elies ont maintenant pris une grande place avec leur deve- 
loppement sur les automates realisant aussi I’electrophorese 
des proteines seriques ou encore les CDT (« Carbohydrate 
Desialylated Transferrin ») et les HbAI c. Par CZE, on peut 
realiser I’EP alcaline comme I’acide, avec le meme capillaire 
mais en changeant de tampon et de methode; la detec- 
tion se fait a 415 nm comme pour les proteines seriques 
(absorbance des liaisons peptidiques). La quantification des 
fractions mineures (HbAI c, HbA2, HbF. . .) est aisee et aussi 
bonne qu’en chromatographie, tout du moins en principe 
par I’estimation de la surface sous le pic. L’electrophore- 
gramme est realise en 20 minutes environ (3) . Le capillaire 
porte I’avantage d’une faible production de chaleur et de 
sa bonne dispersion menant a une temperature homogene 
(thermoregulation integree). La quantification est aisee et 
la resolution elevee. Les modes de separation sont varies. 
En particulier, I’lEF peut etre realisee sur capillaire (CIEF) 
et de nombreuses methodes ont ete proposees; mais leur 
robustesse ne tient guere au cours du temps, car les capil- 
laires doivent etre changes regulierement, alourdissant la 
facture deja entachee de I’investissement en materiel [6, 7]. 
De nouvelles adaptations devraient voir le jour, mais il 
faut avouer que le creneau commercial reste assez etroit. 
Les methodes electrophoretiques, et tout particulierement 
I’lEF et I’electrophorese capillaire, sont tres performantes 
et restent incontournables. II faut neanmoins etre conscient 
qu’elles ne peuvent pas identifier tous les variants, d’une 
part les variants structuraux dont les pi sont tres proches 
des variants les plus frequents, d’autre part les variants 
structuraux touchant le site de liaison de I’heme sans 
modifier la solubilite de I’Hb (ces variants sont methemo- 
globinisant: Fe 2+ -► Fe 3+ ), enfin les variants non structuraux 
qui diminuent I’affinite de I’Hb pour l’0 2 (Ex: Hb-Hope due 
a la mutation p36Glu -► Asp) sans toucher sa solubilite ni 
meme sa stability. 


5.2.3. Les methodes chromatographiques 

Elies presentent une alternative, et en fait un complement, 
aux methodes electrophoretiques. La meilleure methode 
pour separer et quantifier les differentes Hbs reste la chro- 
matographie d’echange d’ions (CEI), puisqu’elle separe les 
proteines selon les memes criteres physicochimiques que 
I’electrophorese: la presence de charges electriques en 
fonction du pH. Actuellement, on utilise surtout I’echange 
cationique en systeme de chromatographie liquide haute 
performance (CLHP), dans laquelle regne en fait une rela- 
tive basse pression. Pour realiser I’echange de cations, 
le systeme Varian® de chez Biorad propose une CEI sur 
colonne de polyaspartate, une resine chargee negative- 
ment a pH 5,8 (pH > pKa de I’acide aspartique), pH pour 
lequel toutes les Hbs sont chargees positivement (pH < pi). 
Les Hbs vont done se Her a la resine par des interactions 
dites ioniques (ou electrostatiques regies par la loi de 
Coulomb). Apres lavage en tampon pH 5,8, on elue les 
Hbs fixees en realisant I’echange d’ions dans un gradient 
de concentration de citrate trisodique : I’ion Na + entre en 
competition des Hbs + pour la liaison sur la resine acide. 
Les Hbs realisant le moins de liaisons ioniques vont eluer 
(sortir de la colonne) les premieres dans le gradient, done 
pour de faibles concentrations de Na + , alors que celles 
qui realisent plus de liaisons ioniques vont eluer plus 
tardivement avec de plus fortes concentrations de Na + , 
ainsi dans I’ordre des pi croissant (un peu comme en EP 
acide) on voit sortir I’HbF (et I’HbAI c), puis I’HbA (A0-A1), 
l’HbA2 (avec celles de la «fenetre A2 » comme I’HbE), enfin 
I’HbS (avec les Hbs de la «fenetre S» comme les HbD). Le 
chromatogramme est obtenu en moins de 15 minutes (4) . 
La quantification des fractions HbA2 et HbF est aussi 
bonne que celle de I’HbAI c utilisee dans le diagnostic et 
la prise en charge du diabete, d’ou I’interet de la CLHP- 
CEI dans le diagnostic et le suivi therapeutique des tha- 
lassemies et la mise en evidence de variants anormaux 
qu’il faudra confirmer par une autre methode, done par 
electrophorese ou IEF [8, 9]. Un gradient court permet de 
doser I’HbS chez un drepanocytaire traite par transfusion, 
avec rendu du resultat en quelques heures, done dans un 
cadre de semi-urgence. Dans le cadre des thalassemies, 
certains laboratoires qui ne font que de I’electrophorese 
dosent l’HbA2 au spectrophotometre apres separation 
sur micro-colonne d’echange anionique. Dans certains 
laboratoires specialises, on separe les chaines de glo- 
bine par CLHP en phase inversee (RP-CLHP) sur colonne 
C4analytique avec elution en gradient d’acetonitrile. Apres 
mise en evidence de I’anomalie, on peut refaire une RP- 
CLHP sur une colonne de Cl 8 preparative, moins reso- 
lutive mais permettant de recuperer les chaines separees 
dans un collecteur de fractions; elles seront portees au 
sequengage peptidique pour mettre en evidence la muta- 
tion, examen necessaire a la decouverte de nouveaux 
variants; il en existe plus de 500. La chaine de globine 
portant la mutation est hydrolysee par la trypsine; les 
fragments sont separes par RP-CLHP, la encore munie 

2. voir article dans ce numero « Depistage neonatal de la drepanocytose ». 

3. voir les figures 1 a 8 de I’article « Diagnostic biologique des hemo- 
globinopathies ». 

4. voir les figures 1 a 8 de I’article « Diagnostic biologique des hemo- 
globinopathies ». 
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d’un collecteur de fractions pour recueillir les fragments 
trypsiques alors sequences chimiquement (degradation 
d’Edman) ou a I’heure actuelle par spectrometrie de 
masse en tandem. On voit que pour etudier un nouveau 
variant, il faut un laboratoire equipe lourdement en CLHP 
analytiques et preparatives, ainsi que de spectrometres 
de masse, sans compter le savoir-faire technique et la 
connaissance de ces maladies [5]. 

5.2.4. D’autres methodes biochimiques peuvent etre 
utiles comme: 

- le dosage de I’hemoglobine totale : par la methode de 
Drabkin, en traitant les hematies lysees par du ferricyanure 
de potassium (FeCNK) et lecture a 540 nm. 

- le dosage de I’HbF : par le test de resistance a la dena- 
turation alcaline (methode de Betke). 

- la precipitation de I’HbS ou test d’ltano : en traitant les 
hematies lysees par un tampon phosphate concentre et 
desoxygene, seule I’HbS se polymerise et precipite. 

- le test de precipitation a I’isopropanol ou a la chaleur : 
tests permettant de mettre en evidence une Hb instable, 
non identifiable par les methodes separatives. 

On peut encore citer les methodes d’etudes fonction- 
nelles comme la determination des fonctions oxypho- 
riques des hematies, en realisant la courbe de dissocia- 
tion de mb0 2 , permettant la mise en evidence d’Hbs 
a affinite modifiee. Normalement, la p50 (dissociation a 


References 

[1 Lehninger: Principles of Biochimistry, Sixth Edition - David L. Nelson, 
Michael M. Cox - Macmillan, Higher Education, International Edition, H. 
Freeman and Company - ISBN-13: 978-1-4641-0962-1. 

[2] Introduction to protein structure, Second Edition - Carl Branden, 
John Tooze - Garland - ISBN: 0-8153-2305-0. 

[3] NHS Sickle and Thalassemia, Handbook for laboratories, 2012. 

https://www.gov.uk/government/uploads/system/uploads/attach- 

ment_data/file/398702/LabHandbook2012Edition3v2.pdf 

[4] HbVar: A Database of Human Hemoglobin Variants and Thalassemias. 

http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/counter 

[5] Wajcman H, Moradkhani K. Abnormal haemoglobins: detection & 
characterization. Indian J Med Res 2011 ;134(4):538-546. 


50 %) est obtenue pour 27 mm de Hg; avec I’Hb-Hope, 
la p50 est augmentee done Paffinite est diminuee; avec 
I’Hb-Malmo, la p50 est diminuee done Paffinite est aug- 
mentee. II existe aussi des methodes de biologie cellulaire 
avec incorporation de thymidine tritiee et separation des 
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Resume 


Les hemoglobinopathies regroupent les thalassemies liees a un default 
de synthese d’une des chaines de globine et les pathologies dues a la 
synthese d’un variant a solubilite, stability ou affinite pour I’oxygene alte- 
ree. Le variant le plus significatif est I’hemoglobine S qui a I’etat homo- 
zygote ou sous forme de diverses heterozygoties composites (S/C, S/E, 
S/D-Punjab, S/Lepore, S/p-thalassemie) est responsable des syndromes 
drepanocytaires majeurs (SDM) ou thalassemiques. En France, outre un 
depistage neonatal cible des SDM regroupe dans 6 centres, un depistage 
chez les femmes enceintes est couramment pratique et permet d’identifier 
les couples a risque. Devant une anemie hemolytique ou une microcytose 
hypochrome sans carence martiale, une recherche d’hemoglobinopathie 
est souvent effectuee. La chromatographie liquide haute performance 
d’echange d’ions ou I’electrophorese capillaire permettent un dosage 
fiable des hemoglobines, en particulier A2 et F. Leur utilisation conjointe 
permet de detecter et d’identifier les principaux variants pathologiques. 
Le diagnostic etaye par une conclusion utilise les resultats de ces deux 
techniques et des parametres erythrocytaires. Le recours a un laboratoire 
specialise pour le typage moleculaire est necessaire pour le diagnostic 
de certaines thalassemies et pour I’identification du defaut moleculaire et 
des facteurs de pronostic des SDM. 

Chromatographie liquide haute performance - drepanocytose - 
electrophorese capillaire - hemoglobinopathie - Thalassemie. 

El Introduction 


modifiee pour I’oxygene, de methemoglobines et d’hemo- 
globines instables doivent etre reperes. Parallelement, 
pres de 500 mutants sont responsables d’une anomalie 
quantitative de synthese ou thalassemie. L’ensemble 
des thalassemies doit etre repere, essentiellement par 
les dosages des HbA2 et FlbF couples a Interpretation 
des parametres erythrocytaires. 

3 Circonstances de diagnostic 

La prevalence des hemoglobinopathies dans I’ensemble 
de la population en France est inconnue mais en constante 
augmentation et le nombre de porteurs d’une anomalie 
croit egalement, en particulier en Ile-de-France. De nom- 
breuses maternites proposent un depistage antenatal par 
etude de I’hemoglobine chez les femmes originaires d’une 
region a risque en debut de grossesse afin d’evaluer le 
risque pour I’enfant a naitre (tableau I). Les examens 
sont realises par I’ensemble des laboratoires proposant 
le diagnostic d’une hemoglobinopathie dont le nombre 
est d’environ 150 en extrapolant a partir du nombre 
de participants aux evaluations externes de la qualite 


Selon les donnees de I’organisation mondiale de la sante, 
7 % de la population mondiale est porteuse d’un gene 
anormal de globine et dans certaines regions du monde 
jusqu’a 1 % des nouveau-nes sont atteints d’une patho- 
logie de I’hemoglobine [1]. Ces pathologies sont surtout 
repandues dans les regions tropicales et se sont eten- 
dues a la majorite des pays du fait des migrations de 
populations. 

Parmi plus de 1 600 mutants de I’hemoglobine repertories [2], 
plus de 1200 sont responsables de la synthese d’un 
variant anormal. Un petit nombre de ces variants est 
cliniquement significatif en raison d’une anomalie de 
solubilite, de stability ou de capacite a transporter ou 
delivrer I’oxygene du variant. II s’agit des hemoglobines 
(Hb) S, C, E, D-Punjab, O-Arab et Lepore qui doivent etre 
reconnues par les laboratoires. Les rares cas d’Hb a affinite 
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Summary 

Laboratory diagnosis of hemoglobin disorder 

Hemoglobin disorders included thalassemias due to 
a reduced production of globin chains and diseases 
due to a hemoglobin variant with abnormal solubility, 
stability or oxygen delivery. Hemoglobin S is the most 
frequent clinically severe variant, involved at homo- 
zygous or various compound heterozygous states 
(S/C, S/E, S/D-Punjab, S/Lepore, S/p-thalassemia) in 
sickle cell disease (SCD) and thalassemias. In France, 
targeted newborn screening to identify SCD is per- 
formed by 6 laboratories and screening in pregnant 
women is common to identify couples at risk. Face to 
hemolytic or anemia or microcytosis and hypochro- 
mia without iron deficiency, laboratory diagnosis of 
hemoglobinopathies is requested. Cation-exchange 
high performance chromatography or capillary elec- 
trophoresis are indicated for quantification of hemo- 
globins, especially A2 and F. Identification of common 
clinically significant hemoglobin variants is possible by 
combination of these two methods. Result interpre- 
tation is done with red cell indices and a conclusion 
is reported with laboratory data. Molecular testing 
in reference laboratory is mandatory for diagnosis 
of complex thalassemias and characterization of 
sickling disorders. 

High performance liquid chromatography - 
sickle cell disease - capillary electrophoresis - 
hemoglobinopathy - thalassemia . 
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Tableau I - Regions a risque de syndrome 
drepanocytaire majeur. 


Departements frangais d’outre-mer : Antilles, Guyane, la Reunion, 
Mayotte 

Tous les pays d’Afrique subsaharienne et le Cap-Vert 
Amerique du Sud (Bresil), Noirs d’Amerique du Nord 
Inde, Ocean Indien, Madagascar, lie Maurice, Comores 
Afrique du Nord : Algerie, Tunisie, Maroc 
Italie du Sud, Sicile, Grece, Turquie 

Moyen-Orient : Liban, Syrie, Arabie Saoudite, Yemen, Oman 


(167 pour le controle ANSM en 2013 et 143 pour les 
controles Probioqual en 2015). Une liste de commentaires 
conclusifs precis en fonction des anomalies maternelles, 
incluant la demande d’etude de I’Hb en parallele d’une 
numeration sanguine chez le pere, devrait etre formalisee 
en France afin d’homogeneiser les pratiques et d’amelio- 
rer la comprehension des resultats par les prescripteurs, 
comme cela existe dans d’autres pays europeens [3,4]. 
II existe en France, un programme de depistage des 
syndromes drepanocytaires majeurs (SDM) a la nais- 
sance coordonne par I’Association Frangaise pour le 
Depistage et la Prevention des Flandicaps de I’En- 
fant (AFDPFIE) qui est responsable de tous les depis- 
tages neonataux. On regroupe sous le terme de 
SDM les homozygotes S/S, les heterozygotes com- 
posites S/p-thalassemie, S/C, S/E, S/D-Punjab, 
S/O-Arab, S/Lepore et les heterozygotes AS-Antilles. 
Le programme de depistage des SDM en metropole est 
cible chez les enfants dont les parents sont originaires 
d’une region a risque (tableau I). Le programme est sys- 
tematique en outre-mer. Les examens sont realises par 6 
centres repartis sur le territoire. Les resultats globaux du 
rapport d’activite 201 4 de I’AFDPHE [5] font apparaitre que 
les SDM sont les maladies hereditaires les plus frequentes 
en France avec 485 naissances d’enfants atteints. Les 
enfants atteints d’un SDM se trouvent essentiellement 
en Ile-de-France (245 enfants) et I’incidence regionale 
est de 1/755 naissances. Depuis 2006, I’incidence des 
SDM varie peu mais le pourcentage d’enfants cibles 
est passe de 27 % a 37 % en metropole. Le depistage 
a egalement repere 11 cas de p-thalassemie majeure 
en 2014. Chez 12150 nouveau-nes, une hemoglobine 
anormale a I’etat heterozygote a ete retrouvee, le plus 
souvent de I’Hb S. Les families de ces enfants porteurs 
sains doivent etre informees lors d’une consultation et 
un diagnostic devrait leur etre propose afin d’identifier 
les couples a risque. 

Le diagnostic d’une hemoglobinopathie peut egalement 
se realiser devant une anomalie clinico-biologique evo- 
catrice. L’anemie chronique est le signe Clinique le plus 
souvent a I’origine de la demande; elle est retrouvee 
dans les thalassemies intermediates et majeures, les 
SDM et en cas d’Hb instable. Des symptomes douloureux 
evocateurs de SDM sont parfois a I’origine de la demande 
et plus rarement une polyglobulie (Fib hyper-affines) ou 
une cyanose (methemoglobines). Certaines anomalies 


purement biologiques comme une hemolyse ou une 
microcytose peuvent egalement faire rechercher une 
anomalie de I’Hb [7]. 

La decouverte fortuite d’une fraction anormale lors du 
dosage de I’HbAlc par chromatographie liquide haute 
performance ou electrophorese capillaire peut conduire 
le laboratoire a I’identifier. 

3 Methodes de diagnostic 

3.1. Importance du pre-analytique 

Le prelevement de choix pour I’etude de I’Hb est un 
echantillon de sang frais preleve sur EDTA. L’echantillon 
peut etre conserve 7 jours a 2-8 °C maximum mais la 
recherche des hemoglobines instables doit imperative- 
ment se faire sur sang frais. 

Une transfusion erythrocytaire recente peut fausser Inter- 
pretation des resultats et doit absolument etre connue 
du biologiste. L’origine geographique du patient doit etre 
connue du biologiste pour une interpretation satisfaisante. 
L’age du patient est un element important a prendre en 
compte pour le diagnostic d’une hemoglobinopathie. Le 
profil adulte est atteint a partir de 2 ans et le diagnostic 
des p-thalassemies heterozygotes est difficile avant cet 
age. A I’inverse le diagnostic des a-thalassemies est plus 
aise en periode neonatale, I’Hb-Bart’s (tetramere 74 ) 
etant presente des qu'un gene alpha est touche. 

Le biologiste doit imperativement disposer des donnees 
de la numeration erythrocytaire (Hb, VGM, TCMH) pour 
savoir si le patient est atteint d’une anemie et s’il pre- 
sente une microcytose en vue de interpretation des 
resultats. La connaissance du statut martial (ferritine), 
permettra une interpretation pertinente, en particulier 
chez les femmes enceintes pour lesquelles la carence 
martiale est frequente. La connaissance du statut en 
vitamine B12 et folates est parfois necessaire pour une 
interpretation complete [6]. 

3.2. Choix des techniques 

Selon la Nomenclature des Actes de Biologie Medicale 
(NABM), la recherche d’une anomalie de I’Hb (acte 
1 1 20, B1 20) doit etre faite par au moins une technique 
d’electrophorese et de deux autres tests adaptes selon 
les besoins pour un resultat diagnostique d’orientation. 
La NABM precise qu’un commentaire et une conclusion 
accompagnent le compte-rendu. 

Parmi les 3 techniques utilisees, I’une doit etre quantita- 
tive afin de pouvoir doser precisement les HbA2 et HbF. 
Seules la chromatographie liquide haute performance 
d’echange cationique (CLHP) et I’electrophorese capil- 
laire (ECAP) sont acceptables pour une quantification, 
permettent la separation de nombreux mutants et sont 
entierement automatisees [7,8]. 

La CLHP d’echange cationique associee a une tech- 
nique d’electrophorese est une strategie largement 
repandue. L’electrophorese capillaire bien que d’intro- 
duction recente est de plus en plus utilisee. Elle est en 
effet automatisee, plus resolutive que I’electrophorese 
alcaline en gel, permettant la separation des HbD et G 
de I’HbS et la separation de I’HbC de I’HbE et de l’HbA2. 
Les electrophoregrammes obtenus sont plus simples a 
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interpreter que les chromatogrammes du fait de I’absence 
de separation des formes natives et modifiees d’Hb. 
L’isoelectrofocalisation ou I’electrophorese a pH alcalin 
peuvent egalement etre utilisees en premiere intention. 
La 3 e technique peut etre choisie en fonction des resultats 
obtenus avec les deux precedentes ou systematisee. 
Le plus souvent les laboratoires effectuent systema- 
tiquement une technique electrophoretique differente 
de la premiere utilisee. Cette strategie ne permettra de 
mettre en evidence que les variants dont la charge est 
differente de celles des Hb normales. La confirmation 
des HbS par un test de solubility (test d’ltano ou autre) 
qui sera positif si le taux d’HbS dans le prelevement 
est > 20 % est egalement repandue. Dans le cadre du 
depistage chez les femmes enceintes, la numeration 
sanguine necessaire a (’interpretation des resultats 
n’est pas toujours prescrite et sa realisation comme 
3 e technique permettrait au biologiste une interpreta- 
tion plus pertinente que la realisation d’une technique 
electrophoretique supplemental. 

Lorsque I’etude de I’Hb est demandee en raison d’une 
anomalie clinico-biologique, certains tests physico- 
chimiques cibles seront plus informatifs qu’une seconde 
technique electrophoretique. Ainsi la recherche de corps 
de Heinz par coloration d’un frottis au bleu de cre- 
syl brillant est positive en cas d’HbH (tetramere (34) et 
d’hemoglobine instable. Une suspicion d’Hb hyper-affine 
evoquee devant une polyglobulie peut etre detectee par 
le passage de I’echantillon sur un analyseur de gaz du 
sang mesurant la p50. Une suspicion de methemoglo- 
bine evoquee devant une cyanose chronique peut etre 
detectee par passage de I’echantillon sur un analyseur 
de gaz du sang disposant d’un co-oxymetre ou par 
analyse spectrophotometrique classique. Une suspicion 
d’Hb instable evoquee devant une anemie hemolytique 
chronique d’etiologie inconnue pourra etre detectee 
par un test de stability a I’isopropanol realise sur ren- 
dezvous dans les 6 heures suivant le prelevement. 
L’identification moleculaire des rares Hb hyper-affines, 
methemoglobines, et Hb instables sera ensuite confiee 
a un laboratoire de reference du reseau «pathologie 
hereditaire de l’erythrocyte» [9]. 

3.3. Performance du dosage d , HbA2 
Le dosage de l’HbA2 est classiquement utilise pour 
identifier les porteurs de p-thalassemies heterozygotes. 
Le diagnostic est aise dans les formes typiques ou 
l’HbA2 est nettement elevee (5 a 7 %) et associee a 
une microcytose et une hypochromie mais plus difficile 
lorsque l’HbA2 est moderement augmentee. A I’inverse 
les valeurs d’HbA2 sont classiquement diminuees au 
cours des a-thalassemies [10]. 

L’erreur totale acceptable du dosage de l’HbA2 eva- 
luee a partir des reponses d’un groupe d’expert a 
des cas cliniques fictifs est < 9 % et en se basant sur 
les besoins cliniques elle est < 7 % [11]. Une etude 
de la variability biologique de l’HbA2, realisee chez 
17 sujets sains, a montre une tres faible variability 
intra- et interindividuelle. Les objectifs analytiques qui 
en decoulent ont ete integres a la version 2014 de la 
base de donnees de C. Ricos disponible a I’adresse 


https://www.westgard.com/biodatabase1.htm et sont 
tres restrictifs. Ces objectifs sont un CV de fidelity interme- 
diate acceptable < 0,5 % (souhaitable < 0,35 %), un biais 
acceptable < 2,9 % (souhaitable < 1 ,93 %) et une erreur 
totale acceptable < 4,5 % (souhaitable < 2,51 %) [11]. 
Cependant de telles performances sont aujourd’hui inat- 
teignables avec les differents systemes analytiques de 
CLHP ou d’ECAP commercialises avec lesquels les CV 
de fidelity intermediate sont compris entre 1 ,6 et 2,8 % 
pour une Hb A2 < 3,5 % [12]. Le comite international 
de standardisation en hematologie a defini en 2012 
une limite de CV de fidelity intermediate a 2 % 1 1 3] . 
Une meilleure standardisation du dosage de l’HbA2 est 
egalement necessaire car il existe des biais importants 
en fonction des methodes de dosage [12,13]. 

Dans notre laboratoire, l’HbA2 est dose par CLHP sur un 
Variant II Bio-Rad (Dual Kit). Le CV de fidelity intermediate 
de I’annee 2015 etait de 1 ,8 % pour une valeur normale 
(3 %) ou elevee (5,6 %) (controles Lyphochek HbA2, 
Bio-Rad, lot 34410, n = 167 par niveau), conforme aux 
recommandations du comite international de standardisa- 
tion en hematologie. Les resultats des evaluations externes 
de la quality montrent qu’il existe un biais important (>10%) 
entre les techniques de CLHP et d’ECAP (programme 
ELHB Probioqual). Les valeurs usuelles et les seuils habi- 
tuellement utilises sont ceux de la CLHP et doivent etre 
adaptes par les laboratoires quantifiant l’HbA2 par ECAP. 

3.4. Performance du dosage d’Hb F 

II est important de quantifier I’HbF pour le diagnostic 
des persistences hereditaires en HbF (PHHF), des (3- et 
8(3-thalassemies, ainsi que dans les SDM, au moment 
du diagnostic et pour le suivi du traitement par hydroxy- 
carbamide (Hydroxyuree) [14]. 

II n’existe pas a ce jour d’objectifs analytiques definis a 
partir de la variability biologique. Le comite internatio- 
nal de standardisation en hematologie a defini en 2012 
une limite de CV de fidelity intermediate a 5 % pour le 
dosage d’HbF [13]compatible avec la plupart des sys- 
temes analytiques de CLHP ou ECAP commercialises 
avec lesquels les CV sont compris entre 1,2 et 2,6 % 
pour une HbF a 3,0 % [15]. 

Dans notre laboratoire, I’HbF est dosee par CLHP sur un 
Variant II Bio-rad (Dual Kit). Le CV de fidelity intermediaire 
de I’annee 2015 etait de 1 ,5 % pour une Hb F a 2,5 % et 
de 1 ,8 % pour une HbF a 1 0,5 % (controles Lyphochek 
HbA2, Bio-Rad, lot 34410, n = 167 par niveau), conforme 
aux recommandations du comite international de stan- 
dardisation en hematologie. Les resultats des evaluations 
externes de la quality montrent une absence de biais 
entre les techniques de CLHP et d’ECAP pour les valeurs 
d’Hb F > 1 % (programme ELHB Probioqual). 

El Interpretation des resultats 

Tous les laboratoires effectuant I’etude de I’hemoglobine, 
que ce soit en vue du diagnostic d’une hemoglobinopathie 
cliniquement significative ou dans le but de depister des 
porteurs en prevention, doivent reconnaitre les anoma- 
lies responsables a I’etat homozygote ou heterozygote 
composite de SDM ou de thalassemies intermediates et 
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Tableau II - Liste des anomalies de I’Hb 
devant etre mise en evidence par les laboratoires 
(adapte de [3]). 

Hemoglobinopathies cliniquement significatives 
(expression clinique) 


Homozygote S/S (SDM) 


Heterozygote composite S/C (SDM) 


Heterozygote composite S/D-Punjab (SDM) 


Heterozygote composite S/E (SDM attenue) 


Heterozygote composite S/Lepore (SDM) 


Heterozygote composite S/O-Arab (SDM) 


Heterozygote composite S/p thalassemie (SDM) 


Heterozygote composite S/p+ thalassemie (SDM attenue) 


Heterozygote composite S/8p thalassemie (SDM) 


Homozygote (30/(30 thalassemie (thalassemie majeure) 


Heterozygote composite po /p+ ou p+ /p+ (thalassemie intermediaire) 


Heterozygote composite Lepore/pO ou Lepore/p+ thalassemie 
(thalassemie intermediaire) 

Heterozygote composite E/pO ou E/p+ thalassemie (thalassemie 
intermediaire) 

Hemoglobinose H - -/- a (thalassemie intermediaire) 


Porteurs asymptomatiques 


Heterozygote A/S 


Heterozygote A/C 


Heterozygote A/D- Punjab 


Heterozygote A/E 


Heterozygote A/Lepore 


Heterozygote A/O-Arab 


Heterozygote po ou p+ thalassemie 


Heterozygote §p thalassemie 


Heterozygote aO thalassemie - -/aa 
Persistance hereditaire en HbF 


Heterozygotes composites ou homozygotes 
des porteurs decrits ci-dessus 


Tableau III - Valeurs d’HbF et d’HbA2 (minimum- 
maximum) chez les nourrissons normaux de la 
naissance a 2 ans (adapte de ref [14]). 

Age (mois) 

n 

HbF % 

HbA2 % 

a la naissance 

1250 

58-84 

0,0-1 ,0 

1-3 

29 

29-61 

0,5-1 ,5 

3-5 

85 

9-40 

1, 3-2,1 

5-8 

50 

3-15 

1,6-2, 6 

8-12 

89 

1-10 

1,8-2, 9 

12-23 

222 

0, 5-3,0 

1, 9-3,0 

24 

3550 

0,1 -1,2 

2, 0-3,0 


majeures (tableau II). Des que I’une de ces anomalies est 
mise en evidence, il est important d’indiquer sur le compte 
rendu qu’une enquete familiale est souhaitable et si le patient 
est une femme enceinte ou qui prevoit une grossesse que 
Petude de I’Hb doit imperativement etre faite chez le conjoint. 
Lorsque I’anomalie detectee est responsable d’une patho- 
logie, il est important d’indiquer sur le compte-rendu qu’une 
consultation medicale specialisee s’impose et qu’une etude 
genotypique de I’Hb doit etre entreprise pour preciser le 
defaut moleculaire et evaluer la gravite. 

II est souhaitable que les laboratoires puissent egalement 
mettre en evidence, lorsque le contexte clinique est evoca- 
teur, les rares hemoglobines instables, hyper-affines et les 
methemoglobines avant recours a un laboratoire specialise. 
Les interpretations proposees dans cet article reprennent 
les arbres decisionnels du reseau DHOS pathologie heredi- 
taire de I’erythrocyte [9] completes par ceux fournis dans le 
manuel a I’attention des laboratoires du « National Health Sur- 
vey , screening programme sickle cell and thalassemia » [3]. 
Les resultats quantitatifs sont ceux de la CLHP et ne sont 
interpretables qu’en I’absence de transfusion recente 
(> 3 mois). Les resultats qualitatifs conjoints de la CLHP 
(Variant II Bio-Rad, Dual Kit) et de I’electrophorese capil- 
laire (Capillarys II Flex-piercing Sebia, kit hemoglobine) 
sont utilises pour le diagnostic des variants anormaux. 

4.1. Profils normaux 

Le profil normal de I’adulte met en evidence de I’HbA majo- 
ritaire, de PHbA2 (2,2 a 3,4 % en CLHP, Variant II Bio-Rad, 
Dual Kit), eventuellement des traces d’HbF (< 1 %). En CLHP, 
I’HbAO native est separee de ses differentes formes modifiees 
(glyquee, acetylee,. . .) tandis qu’en ECAP c’est I’ensemble de 
I’HbA qui est mesuree. Le laboratoire peut s’il le souhaite rendre 
I’HbAO mesuree en CLHP, un calcul d’HbA par soustraction 
ou I’HbA mesuree en ECAP si celle-ci est utilisee comme 
la technique quantitative pour Petude de I’Hb (figure 1A). 
L’etude est consideree comme normale en I’absence de micro- 
cytose et d’hypochromie. S’il existe une microcytose et/ou une 
hypochromie, avec ou sans anemie, il est important de connaitre 
le statut martial du sujet, avec au minimum laferritine. En cas 
de carence martiale, la correction par un traitement en fer est 
necessaire avant de renouveler Petude de I’Hb. 

Le profil normal du nouveau-ne met en evidence de I’HbF 
majoritaire, de I’HbA et des traces d’HbA2 (< 0,5 %) (figure IB). 
La valeur de I’HbF a la naissance est d’autant plus elevee 
que I’enfant est premature, a I’inverse de I’HbA. Ainsi I’HbAO 
mesuree en CLHP (Variant NBS Bio-Rad), est de 4 a 8 % 
a 26 semaines, de 5 a 1 0 % a 30 semaines, de 8 a 1 8 % a 
36 semaines et de 12 a 30 % a 40 semaines [3]. Apres la 
naissance, I’Hb F continue a diminuer tandis que I’HbA et 
PHbA2 augmentent pour atteindre les valeurs de I’adulte a 
2 ans (tableau III). 

4.2. Thalassemies et persistances 
hereditaires en Hb F (PHHF) 

Les thalassemies sont dues a un defaut partiel ou total de 
synthese d’une des chaines de globine conduisant a un 
desequilibre entre les chaines avec un exces de chaines non 
appariees conduisant a des anomalies de I’erythropoiese. 
Toutes les chaines peuvent etre touchees mais seules 
les a- et p-thalassemies sont cliniquement significatives. 
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Figure 1- Profils normaux. 


CLHP realisee sur Variant II Bio-Rad ECAP realisee sur Capillarys 2 Flex-piercing Sebia 

(Dual Kit) (Kit hemoglobine) 


HbFr 0.8 % 

HbAlc (NGSP) = 4.9 % HbAlc (IFCC) = 30 mmol/mol 
HbA2 = 2.8 % 

Analysis comments: 



Hb A 



Norn % Normales % 


Hb A 97,4 96,8 - 97,8 

Hb A2 2,6 2,2- 3,2 


HbF = 79.8* % 

HbAlc (NGSPU % HbAlc (IFCC) = mmol/mol 
HbA2 = % 




Hb F or Hb variant 89,2 


A- Adulte normal: Le pic principal en CLHP correspond a I’HbA native (AO). 

B- Nouveau-ne normal : l’HbA2 est indetectable avec les deux techniques; I’HbF mesuree en CLHP correspond en fait a I’HbF native (F0), I’HbF acetylee (Fac) 
est eluee juste devant; en ECAP, la superposition avec un controle AFSC permet d’identifier le pic 1 comme I’HbA. 


Sur le plan clinique, on distingue les thalassemies majeures 
responsables d’une anemie microcytaire hypochrome 
severe transfusion dependante, les thalassemies inter- 
mediates ou I’anemie est plus moderee et les thalasse- 
mies mineures caracterisees par une microcytose et une 
hypochromie sans anemie. 

4.2.1. Beta-thalassemies 

Les p-thalassemies sont frequentes sur le pourtour du bas- 
sin mediterranean et en Asie. La plupart des p-thalassemies 
sont dues a des mutations ponctuelles pour lesquelles 
I’allele touche peut etre responsable de I’absence de syn- 
these de chaine p definissant les p0- thalassemies ou a une 
diminution de synthese definissant les p+-thalassemies [1 6]. 
Le diagnostic biologique repose sur Interpretation des 
parametres erythrocytaires et le dosage des HbA2 et F. 
La p-thalassemie heterozygote ou trait p-thalassemique 
est caracterisee par une microcytose, une hypochromie, 
frequemment une pseudo-polyglobulie, une augmentation 
de PHbA2 et eventuellement une discrete augmentation de 


I’HbF, en CLHP ou ECAP (figure 2A). Le diagnostic est aise, 
a partir de 2 ans, devant une HbA2 comprise entre 4 % 
et 8 % mais plus difficile lorsque l’HbA2 est discretement 
augmentee (3,5 a 3,9 %). En I’absence de microcytose, il 
faudra alors rechercher une autre cause d’augmentation 
de l’HbA2 : hyperthyroidie, carence en folates et vitamine 
B12, traitement antiretroviral. Si une microcytose existe, les 
facteurs pouvant diminuer l’HbA2 doivent etre evoques: 
carence martiale, diabete tres desequilibre, 8p-thalassemie 
[1 0]. La carence martiale est tres frequente chez la femme 
enceinte et lors du depistage au cours de la grossesse, le 
laboratoire doit conseiller de pratiquer une etude de I’Hb 
chez le conjoint devant une HbA2 > 3,4 %, afin de prevenir 
tout risque pour I’enfant a naitre. Une HbA2 > 8 % ne peut 
se rencontrer et evoque I’existence d’un mutant anormal. 

Une p-thalassemie intermediaire ou majeure est evoquee 
devant une anemie (Hb <10 g/dL) microcytaire hypochrome. 

Le diagnostic de p-thalassemie majeure (pO-thalassemie 
homozygote) peut se faire a la naissance a loccasion du 
depistage neonatal de la drepanocytose devant I’absence 
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Figure 2 - Profils de thalassemies. 


CLHP realisee sur Variant II Bio-Rad ECAP realisee sur Capillarys 2 Flex-piercing Sebia 

(Dual Kit) (Kit hemoglobine) 


HbF- 1.29 % 

HbAlc (NGSPf = 5.68 % HbAlc (IFCC) = 39 mmol/mol 
HbA2 = 5.67* % 

Analysis comments: 




HbAi 



Nom 


% Normales % 


Hb A 

94,1 

96,8 - 97,8 

Hb F or Hb variant 

0,7 

=< 0,5 

Hb A2 

5,2 

2,2- 3,2 


HbF = 8.2* % 

HbAlc (NGSP) = 3.4* % HbAi c (IFCC) = 1 4* mmol/mol 

HbA2- 0.7* % 

Analysis comments: 



Hb A 



Nom 


% Normales % 


Z15 zone 9,9 

Z12 zone 0,6 

Hb A 88,7 

Hb A2 0,8 


A- Adulte porteur d’une b-thalassemie heterozygote: Le biais decrit sur les controles de qualite pour l’HbA2 entre CLHP et ECAP est retrouve chez les 
patients (dans I’exemple, A2 = 5,67 % en CLHP et A2 = 5,5 % en ECAP). 

B- Adulte atteint d’hemoglobinose H (a-thalassemie): I’HbH est eluee precocement en CLHP et peut etre confondue avec un artefact; I’HbH degradee est 
identifiee a tort par le logiciel comme de I’H Fen CLHP; I’HbH migre en zone 15 et I’HbH degradee en zone 12 en ECAP 


de fraction anormale et d’HbA. A partir de 6 mois, I’anemie 
severe sera constitute : Hb < 7 g/dL, VGM entre 50 et 70 fl, 
TCMH entre 12 et 20 pg avec hepato-splenomegalie. Le 
diagnostic de p-thalassemie intermediate (heterozygotie 
composite p0/p+ ou p+/p+) est plus tardif et repose sur une 
augmentation d’HbA2 et d’HbF associee a une anemie (Hb 

< 10 g/dL) microcytaire (VGM< 75 fl) hypochrome (TCMH 

< 25 pg). Le frottis sanguin montre des anomalies d’autant 
plus marquees que la forme est severe avec des hema- 
ties microcytaires et hypochromes, une anisocytose, une 
poikylocytose, des hematies a ponctuations basophiles et 
des erythroblastes circulants [1 7]. Une elevation de l’HbA2 
et de I’HbF sans anemie ni microcytose tranche (VGM 
> 75 fl) doit faire evoquer une association p-thalassemie/ 
PHHF asymptomatique. L’etude familiale et la caracteri- 
sation moleculaire des anomalies est indispensable pour 
les p-thalassemies majeures et intermediaires [16]. 

Une augmentation isolee de I’HbF est observeeau cours de 
la grossesse (augmentation physiologique de I’HbF, maxi- 


male au 2 e trimestre et pouvant aller jusqu’a 5 % d’HbF), des 
erythropoieses de stress (phase regenerative des aplasies 
medullaires et des anemies, traitement a I’erythropoietine, 
myelodysplasies), de I’hyperthyroidie, de I’anemie de Fanconi, 
des PHHF asymptomatiques, et des 8p-thalassemies [15]. 

4.2.2. Alpha-thalassemies 

Les a-thalassemies sont largement repandues dans le monde 
et frequentes dans le sud-est asiatique et sur le pourtour du 
bassin mediterranean. Elies sont d’autant plus severes que 
le nombre de genes a touches est eleve et se manifestent 
des la vie fcetale par un exces de chaine 7 qui torment des 
tetrameres 74 ou Hb-Bart’s puis a I’age adulte par un exces 
de chaine 7 qui torment des tetrameres 74 ou HbH. 
L’inactivation d’un seul gene (aa/a-) est responsable d’une 
a-thalassemie silencieuse asymptomatique : les sujets 
adultes presentent une discrete et inconstante micro- 
cytose hypochrome; les nouveau-nes ont 1 a 3 % d’Hb- 
Bart’s. L’inactivation de deux genes correspond soit a une 
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Figure 3 - Profils avec mutants alpha et delta. 



a+-thalassemie homozygote (-a/ -a) ou aO-thalassemie 
heterozygote (- -Am) et est responsable d’un trait 
a-thalassemiqueasymptomatique : les sujets adultes presentent 
une microcytose (VGM < 75 fl) hypochrome (TCMH < 25 pg), 
une discrete anemie (Hb >11 g/dL) et de fagon tres incons- 
tante une HbA2 diminuee; les nouveau-nes ont 5 a 10 % 
d’Hb-Bart’s. II est impossible de differencier sur le plan 
phenotypique ces deux conditions et une analyse molecu- 
laire est necessaire pour un conseil genetique approprie. 
L’inactivation de trois genes (- -/-a) est responsable de 
I’hemoglobinose H, syndrome de thalassemie intermediate : 
les sujets adultes presentent une anemie (Hb 8 a 1 1 g/dL) 
microcytaire (VGM < 70 fl) hypochrome (TCMH < 21 pg) 
regenerative, une HbA2 diminuee (< 1,5 %) et 3 a 30 % 
d’HbH (figure 2B) ; les nouveau-nes presentent egalement 
une anemie microcytaire hypochrome regenerative et ont 
20 a 40 % d’Hb-Bart’s. L’inactivation des quatre genes 
(- -/- -) est responsable d’une anemie fcetale intense avec 
mort par hydrops foetal is [1 8]. 

La CLHP et I’ECAP permettent de mettre en evidence I’Hb- 
Bart’s et I’HbH. La lecture des chromatogrammes doit etre 
faite par un utilisateur experiments afin de ne pas confondre 
I’Hb-Bart’s ou I’HbH avec un artefact d’injection ni I’HbH 
degradee avec de I’HbF [19]. 


4.3. Hemoglobines anormales frequentes 
Trois variants de la chaine p a lorigine de syndromes dre- 
panocytaires ont diffuse avec une grande frequence epi- 
demiologique dans les regions impaludees en raison de la 
survie preferentielle des heterozygotes et de la frequence 
des manages endogamiques dans certaines regions. Ce 
sont les Hb S, C et E qui represented a I’echelle mondiale 
des problemes de sante publique. Trois autres variants plus 
rares sont egalement impliques dans les SDM, ce sont les 
HbD-Punjab, O-Arab et Lepore. Un variant asymptoma- 
tique, frequent en Afrique, I’Hb-Hope, doit etre reconnu 
en raison de son interference sur les dosages d’Hb Ale 
par methode chromatographique. Les autre variants p 
sont rares et ne sont generalement pas pathologiques ; en 
I’absence d'anomalie Clinique leur identification formelle 
n’est pas necessaire. 

Les variants de la chaine a sont plus rares et sont rarement 
pathologiques ; en I’absence d’anomalie Clinique leur iden- 
tification formelle nest pas necessaire. En CLHP et ECAP, 
ils se caracterisent par la presence de deux fractions anor- 
males, une fraction a*p s’exprimant a I’etat heterozygote 
entre 1 5 et 35 % selon que la mutation affecte le gene al 
ou a2 et une fraction mineure a*8 souvent plus facilement 
detectee en ECAP (figure 3A). 
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Figure 4 - Profils avec HbS. 


CLHP realisee sur Variant II Bio-Rad ECAP realisee sur Capillarys 2 Flex-piercing Sebia 

(Dual Kit) (Kit hemoglobine) 










A- Adulte A/S: I’HbS est eluee en zone S en CLHP et en ECAP. 

B- Nouveau-ne A/S: I’HbS est identifie en zone s en CLHP, I’HbA (1) et I’HbS (3) ne sont pas identifies en ECAP car le logiciel qui a besoin de la presence de 
I’HbA et de l’HbA2 pour identifier ces deux hemoglobines. 

C- Adulte S/S: I’HbS degradee est eluee en CLHP en position AO; le profil n’est pas recentre en ECAP en I’absence d’HbA et les fractions ne sont pas 
identifies (1 = HbF, 2 = HbS et 3 = HbA2); I’HbS est identifie en passant un melange de sang du patient avec du sang normal. 


Les variants de la chaine 8 sont frequents mais non patho- 
logiques. II est important de les detecter pour pouvoir 
interpreter la valeur de l’HbA2 en prenant la somme de 
l’HbA2 et de l’HbA2 mutee pour le diagnostic de p-tha- 
lassemie (figure 3B). 


4.3.1. HbS 

L’HbS (p6 Glu-A/al) est frequente en Afrique sub-saha- 
rienne et egalement retrouvee aux Antilles, au Maghreb, 
en Sicile, en Grece, dans tout le Moyen-Orient et aux 
Indes. Sa repartition actuelle est mondiale en raison des 
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flux migratoires. L’HbS presente une charge diffSrente de 
I’HbA en raison du remplacement d’un acide glutamique 
de surface par un acide amine neutre, la valine [20]. Le 
diagnostic repose sur la mise en evidence d’une fraction 
en fenetre S en CLHP et en ECAP, SlectrophorSse alcaline 
ou isoSlectrofocalisation. La confirmation peut se faire 
par une electrophorese acide qui montrera une bande 
en position S ou un test d’ltano qui sera positif dSs que 
I’Hb S est > 20 %. Le taux d’expression de I’HbS et les 
donnSes clinico-biologiques permettront de conclure [21]. 
Le taux de I’HbS chez le sujet heterozygote (figure 4A) 
est de 35 a 45 % chez I’adulte et chez le nouveau-nS il 
est infSrieur au taux d’HbA (figure 4B). Les paramStres 
Srythrocytaires sont normaux, sans anSmie, ni microcytose 
ou hypochromie. Chez un heterozygote symptomatique, 
un double mutant prSsentant une seconde mutation sur 
le gene de I’HbS qui favorise la polymerisation peut etre 
suspectSe. Le double mutant le plus connu est I’HbS- 
Antilles (p23 Val-Hle) dont la migration en isoSlectroca- 
lisation est un peu plus lente que celle de I’HbS. 

Un taux faible d’HbS est retrouvS en cas de carence mar- 
tiale ou d’a-thalassSmie associSes qui se traduisent par 
une microcytose et une hypochromie (et gSnSralement 
une anemie en cas de carence martiale). Plus le nombre 
de genes alpha atteints est grand, plus le taux d’Hb S est 
faible: HbS entre 30 et 35 % si a+-thalassSmie heterozygote 
(-a/aa); HbS entre 25 et 30 % si a+-thalassSmie homo- 
zygote (-a/-a) ou aO-thalassemie heterozygote (- - /aa). 
En cas de rare association avec une hSmoglobinose H 
(- -/-a), le taux d’HbS est < 20 % et I’expression clinico- 
biologique est celle de I’hSmoglobinose H (thalassSmie 
intermediate). Un taux d’HbS SlevS, supSrieur a celui de 
I’HbA, est indicatif d’une hStSrozygotie composite S/p+ 
thalassemie responsable d’un SDM attSnuS [21]. 

En I’absence I’HbA (figure 4C), le diagnostic sera celui de 
SDM: drSpanocytose homozygote SS ou heterozygotie 
composite S/p0. Le diagnostic diffSrentiel peut se faire 
par IStude du phenotype des parents ou par analyse 
molSculaire. En CLHP, il existe une petite fraction d’HbS 
modifiSe qui migre en HbAO alors qu’en ECAP I’absence 
d’HbA est plus facile a objectiver. Cependant en ECAP, 
les profils Stant habituellement recentres avec les pics 
d’HbA et d’HbA2, les profils sont dScaISs en I’absence 
d’HbA et il faut analyser un melange du sang du patient 
avec un sang normal pour confirmer la fenetre de migra- 
tion de I’HbS. 

La physiopathologie des SMD rSsulte de la polymerisation 
de I’HbS dSsoxygSnSe jusqu’a former des rSseaux de 
fibres a I’intSrieur des globules rouges qui prennent alors 
la forme de drepanocytes ou hSmaties falciformes visibles 
sur les frottis sanguins. L’HbF est toujours augmentSe et 
son taux depend des facteurs gSnStiques presents sur 
le cluster p dSfinissant les haplotypes et des facteurs 
disperses definissant les facteurs en trans. L’HbF est de 
5 a 7 % pour les haplotypes Bantu, Benin et Cameroun, de 
7 a 1 0 % pour I’haplotype Senegal et de 1 0 a 1 5 % pour 
I’haplotype Arabo-lndien. De forts taux d’HbF (> 25 %) 
sont plus rares et font suspecter une heterozygotie 
composite S/PHHF dSIStionnelle, asymptomatique. Les 
taux d’HbF seront mesurSs rSguliSrement chez les patients 
traitSs par I’hydroxycarbamide (hydroxyurSe) pour Svaluer 


I’efficacitS de ce traitement qui vise a augmenter I’HbF 
afin de prSvenir la polymerisation de I’HbS [21]. 

Le taux d’HbA2 est augments en CLHP en raison de la 
co-elution de certains derives de I’HbS avec l’HbA2. Le 
taux d’HbA2 en presence d’HbS n’est pas affects en 
ECAP. Cependant, la quantification exacte de l’HbA2 est 
sans intSret en presence d’HbS puisque le taux d’HbA2 
ne doit pas etre interprets des qu’il existe un variant p. 

4.3.2. HbC 

L’HbC (p6 Glu->Lys) est le deuxiSme variant de I’Hb le plus 
frSquemment rencontre, initialement originaire d’Afrique de 
I’Ouest. L’HbC presente une charge differente de I’HbA en 
raison du remplacement d’un acide glutamique de surface 
par un acide amine basique, la lysine. Le diagnostic repose 
sur la mise en evidence d’une fraction en fenetre C en 
CLHP et en ECAP, electrophorese alcaline ou isoelectro- 
focalisation. Le taux d’HbA2 est augmente en ECAP en 
raison d’une separation incomplete entre I’HbC et l’HbA2. 
Le taux d’HbA2 n’est pas affecte par I’HbC en CLHP. 
Cependant, la quantification exacte de l’HbA2 est sans 
interet puisque le taux d’HbA2 ne doit pas etre interprets 
dSs qu’il existe un variant p. La confirmation d’une HbC 
peut se faire par une SlectrophorSse acide qui montrera 
une bande en position C. 

Comme pour I’HbS, le taux d’expression de I’HbC a I’Stat 
hStSrozygote est de I’ordre de 35 a 45 % (figure 5A). 
II existe une discrSte microcytose hypochrome. Des taux 
plus faibles d’HbC, comme pour I’HbS, seront retrou- 
vSs en cas dissociation avec une carence martiale ou 
une a- thalassSmie tandis que I’HbC sera supSrieure a 
I’HbA en cas d’hStSrozygotie composite C/p+ thalassSmie. 
En I’absence d’HbA, il peut s’agir d’une homozygotie C/C 
ou d’une hStSrozygotie composite C/p0 thalassSmie. Les 
sujets C/p+ et C/C prSsentent une discrSte anSmie micro- 
cytaire rSgSnSrative avec de nombreuses cellules cibles, 
en gSnSral bien compensSe, tandis que les patients C/p0 
sont plus symptomatiques et peuvent prSsenter un tableau 
de thalassSmie intermSdiaire [22]. 

L’hStSrozygotie composite S/C frSquente est responsable 
d’un SDM. Elle est mise en Svidence par I’absence d’HbA 
et la prSsence de deux fractions, I’une en zone S et I’autre 
en zone C aprSs l’HbA2 (figure 5B). 

4.3.3. HbE 

L’HbE (p26 Glu-^Lys) est frSquente en Asie du sud-est 
(Cambodge, Laos, Thailande), dans le sud de la chine et 
au nord de I’lnde. La mutation n’affecte pas les propriStSs 
fonctionnelles de I’Hb mais elle dSmasque un site d’Spis- 
sage alternatif qui conduit a une synthSse avortSe pour 
une partie de la chaine mutSe et conduit ainsi a un dSfaut 
p-thalassSmique. L’HbE prSsente une charge diffSrente de 
I’HbA en raison du remplacement d’un acide glutamique 
de surface par un acide aminS basique, la lysine. Le dia- 
gnostic repose sur la mise en Svidence d’une fraction 
en HbA2 en CLHP, en zone E devant l’HbA2 en ECAP 
ou isoSlectrofocalisation et en zone C en SlectrophorSse 
alcaline (figure 6). En CLHP, I’HbE co-Slue avec l’HbA2 qui 
n’est done pas mesurable et la valeur indiquSe pour I’HbE 
correspond en fait a la somme Hb E + Hb A2. En ECAP, 
I’HbE est sSparSe de l’HbA2 et le taux d’HbE mesurS est 
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Figure 5 - Profils avec HbC. 


CLHP realisee sur Variant II Bio-Rad ECAP realisee sur Capillarys 2 Flex-piercing Sebia 

(Dual Kit) (Kit hemoglobine) 
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A- Adulte A/C: I’HbC est eluee en zone C en CLHP et en ECAP. 

B- Adulte S/C: I’HbS degradee est eluee en CLHP en position A0); le profil n’est recentre en ECAP en I’absence d’HbA et les fractions ne sont pas identifies 
(1 = Hb F, 2 = HbS, 3 = HbA2 et 4 = C); il est souhaitable de repasser I’echantillon melange a volume egal avec un echantillon normal pour confirmer 
I’identification. 
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Figure 6 - Profils avec HbE. 


CLHP realisee sur Variant II Bio-Rad ECAP realisee sur Capillarys 2 Flex-piercing Sebia 

(Dual Kit) (Kit hemoglobine) 




Adulte A/E: I’HbE est eluee avec I’Hb A2 en CLHP et le logiciel identifie et quantifie comme HbA2 la somme (HbA2 + HbE); I’HbE migre en zone E en ECAP 
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Figure 7- Profils avec Hb D (Hb identifies par laboratoire du globule rouge, H. Mondor, APHP). 



plus faible puisqu’il n’inclut pas l’HbA2. La confirmation 
d’une HbE peut se faire par une electrophorese acide ou 
I’HbE comigre avec I’HbA. 

Le taux d’expression de I’HbE a I’etat heterozygote est 
de I’ordre de 30 % (figure 6) du fait de son caractere 
p-thalassemique se traduisant par une discrete microcytose 
hypochrome. Des taux plus faibles d’HbE sont retrouves 
en cas dissociation avec une carence martiale ou une 
a-thalassemie tandis qu’une I’HbE > 40 % est evocatrice 
d’une heterozygotie composite E/ p+ thalassemie. En 
I’absence d’HbA, il peut s’agir d’une homozygotie E/E ou 
d’une heterozygotie composite E/pO thalassemie. Les sujets 
homozygotes E/E presentent une microcytose marquee 
avec de nombreuses cellules cibles mais sont en general 
non anemiques et asymptomatiques. Les sujets E/pO pre- 
sentent une anemie variable et un tableau de thalassemie 
intermediate a majeure. L’ etude de I’Hb chez les parents 
permet de confirmer si le sujet est E/E ou E/p-thalassemie. 
La caracterisation moleculaire du defaut p-thalassemique 
par un laboratoire de reference est recommandee [23]. 
L’heterozygotie composite S/E responsable d’un SDM 
attenue est assez frequente et est facile a mettre en 


evidence en I’absence d’HbA et presence de deux fractions 
I’une en zoneS et I’autre en zoneE. 

4.3.4. HbD-Punjab 

L’HbD-Punjab (pi 21 Glu-^ Gin) est retrouvee avec une forte 
prevalence chez les Sikhs du Punjab et dans les popu- 
lations du nord-ouest de I’lnde. L’HbD-Punjab presente 
une charge differente de I’HbA en raison du remplacement 
d’un acide glutamique de surface par un acide amine 
neutre, la glutamine. Le diagnostic repose sur la mise en 
evidence d’une fraction migrant juste apres l’HbA2 en 
CLHP, en zone D en ECAP ou isoelectrofocalisation et en 
zoneS en electrophorese alcaline. Le taux d’expression 
de I’HbD-Punjab a I’etat heterozygote est de I’ordre de 
40 % (figure 7A). II existe de nombreuses hemoglobines 
D et seule I’HbD-Punjab est responsable en association 
avec I’HbS d’un SDM [24]. L’electrophorese acide est peu 
informative puisque I’HbD-Punjab comigre avec I’HbA, 
comme toutes les HbD. Elle peut etre reconnue par les 
laboratoires disposant d’une certaine expertise grace a sa 
migration particuliere en CLHP, differente des autres Hb D 
(figure 7B) mais il est souvent necessaire d’avoir recours 
a un laboratoire de reference pour sa confirmation. 
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Figure 8 - Profils avec autres mutant p. 

(Hb identifies par laboratoire du globule rouge, H. Mondor, AP-AP, Creteil) 



4.3.5. HbO-Arab 

L’HbO-Arab (pi 21 Glu-^Lys), peu frequente, est retrouvee en 
Europe orientale, en Afrique et dans le Moyen-Orient. L’HbO- 
Arab presente une charge differente de I’HbA en raison du 
remplacement d’un acide glutamique de surface par un acide 
amine basique, la lysine. Le diagnostic repose sur la mise en 


evidence d’une fraction migrant juste avant I’HbC en CLHP, 
en zoneC en ECAP, isoelectrofocalisation ou electrophorese 
alcaline (figure 8A). En electrophorese acide I’HbO-Arab 
comigre avec I’HbS. L’HbO-Arab est responsable en association 
avec I’HbS d’un SDM et il est important de la detecter. Son 
identification sera confiee a un laboratoire de reference [24]. 
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4.3.6. Hb-Lepore 

L’Hb-Lepore est un hybride 8(3 qui resulte d’un crossing- 
over non homologue entre les genes 8 et (3, I’extremite 5’ 
du gene recombinant etant de type 8 et I’extremite 3’ de 
type p. Le promoteur de ce gene etant de type 8, le gene 
recombinant est peu exprime, de I’ordre de 10 a 15 %, et 
s’apparente a un defaut (3+-thalassemique. 

Le diagnostic repose sur la mise en evidence d’une fraction 
formant un epaulement caracteristique avec l’HbA2 en 
CLHP et migrant pres de I’HbS en ECAP ou isoelectrofoca- 
lisation et avec PHbS en electrophorese alcaline (figure 8B). 
En electrophorese acide I’Hb-Lepore migre avec I’Hb A. 
Le taux d’expression de I’Hb-Lepore a I’etat heterozygote 
est de 8 a 15 % du fait de son caractere b-thalassemique 
et les sujets heterozygotes ont un hemogramme evoca- 
teur de (3-thalassemie heterozygote. L’Hb-Lepore a I’etat 
homozygote ou heterozygote composite avec un autre 
defaut p-thalassemique est responsable d’une thalasse- 
mie intermediaire. L’Hb-Lepore en association avec I’HbS 
est responsable d’un SDM attenue [25]. Le recours a un 
laboratoire de reference pour un diagnostic de certitude 
est conseille. 

4.3.7. Hb-Hope 

L’Hb-Hope (pi 36 Gly-^Asp)] initialement decrite dans une 
famille afro-americaine est retrouvee assez frequemment 
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dans divers groupes ethniques. Ce variant est legerement 
instable et a une affinite pour I’oxygene diminuee mais est 
generalement asymptomatique [26]. Le diagnostic repose 
sur la mise en evidence d’une fraction de 40 a 50 % au 
niveau de HbAlc en CLHP, en zone 10 devant I’HbA en 
ECAP ou isoelectrofocalisation (figure 8C). La confirmation 
peut se faire par une electrophorese acide ou I’Hb-Hope 
migre pres de I’HbF. 

3 Conclusion 

Le laboratoire effectuant le diagnostic des hemoglobino- 
pathies doit choisir des techniques performantes et com- 
plementaires. II doit disposer de I’origine du patient et des 
parametres erythrocytaires de la numeration. L’objectif est 
de detecter et reconnartre les thalassemies et les principaux 
mutants d’interet clinique. La difficulty reside dans (’inter- 
pretation qualitative de plusieurs techniques pour identifier 
les Hb anomales les plus frequentes et la connaissance 
des variations quantitatives pour poser le diagnostic des 
thalassemies et des hemoglobinopathies combinees. 
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Genetique des maladies de I’hemoglobine 

Nathalie Couque 3 , Elisabeth Trawinski 3 , Jacques Elion 3b ’ 


Resume 


Les hemoglobinopathies, maladies genetiquement determinees, sont 
de deux types. Dans les anomalies de structure, une hemoglobine (Hb) 
«anormale» est presente en quantite normale, entrainant ou non des 
signes fonctionnels. L’HbS, responsable de la drepanocytose, y a une 
place preponderate. Les anomalies de synthese, avec production en 
quantite diminuee d’Hb normale, constituent le groupe heterogene des 
thalassemies. Les anomalies moleculaires presentes dans ces deux types 
de pathologiques sont souvent similaires (mutation ponctuelle, large dele- 
tion...). Cependant les mecanismes physiopathologiques mis en cause 
sont tres differents. La diversity des mutations n’explique que tres partiel- 
lement I’heterogeneite de presentation clinique. Le diagnostic moleculaire 
des hemoglobinopathies occupe actuellement une place importante dans 
le cadre du diagnostic, du conseil genetique et du diagnostic prenatal 
mais il necessite toujours au prealable une analyse phenotypique precise. 

Anomalie qualitative - Bases moleculaires - thalassemies. 


El Introduction 


Les hemoglobinopathies sont des maladies geneti- 
quement determinees qui constituent un probleme de 
sante publique dans de vastes parties du monde [1]. 
L’hemoglobine (Hb) est une proteine contenue sous 
forme soluble au sein des erythrocytes (ou globules 
rouges), cellules anuclees, avec une forte concentration 
intracellulaire d’environ 34 g/dL. L’erythrocyte a une 
structure de disque biconcave, parfaitement deformable 
et adapte a sa fonction de transport et de liberation de 
I’oxygene jusqu’au niveau des capillaires les plus fins. 
Trois notions de bases majeures permettent de com- 
prendre les maladies genetiques de I’hemoglobine : 

i) la structure tetramerique de la molecule d’Hb, avec 2 chaines 
polypeptidiques identiques deux a deux, lui permettant 
d’assurer de fagon optimale sa fonction oxyphorique; 

ii) I’expression des differentes hemoglobines au cours du 
developpement ; iii) I’organisation des genes de I’Hb [2]. 
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Summary 

Molecular bases of haemoglobin diseases 

Among haemoglobin diseases, two types are parti- 
cularly important to consider: the structural abnor- 
malities and the synthesis deficiencies. In structural 
anomalies, hemoglobin (Hb) “abnormal” is present 
in normal amounts, whether or not resulting functio- 
nal signs. HbS, responsible for sickle cell disease, 
has a prominent place. Quantitative defect in the 
production amount of one of the globin sub-units, 
either total absence or marked reduction, constitute 
the heterogeneous group of thalassemia. Molecular 
abnormalities present in both types of disease are 
often similar (point mutation, deletion...). However, 
the pathophysiological mechanisms involved are 
very different. Multiple mutations are involved, but the 
severity of the disease is only partially related to the 
nature of the mutation. Molecular diagnosis of haemo- 
globinopathies currently plays an important role in the 
diagnosis, genetic counseling and prenatal diagnosis 
but it still requires prior specific phenotypic analysis. 

Structural abnormalities - molecular mechanism- 

thalassemias 


article regu le 20 janvier, accepte le 3 fevrier 2016 
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Les hemoglobinopathies sont classiquement separees en 
deux categories : soit un defaut qualitatif avec production 
en quantite normale d’une Hb «anormale» ; soit un defaut 
quantitatif de production de I’Hb normale, ce qui correspond 
a une thalassemie La difference est physiopathologique 
plus que genetique car les merries anomalies moleculaires 
sont le plus souvent rencontrees dans les deux pathologies. 
La transmission est dans la tres grande majorite des cas 
de type autosomique recessive. Le diagnostic moleculaire 
des hemoglobinopathies occupe actuellement une place 
importante dans le cadre du diagnostic, du conseil gene- 
tique et du diagnostic prenatal mais il necessite toujours 
au prealable une analyse phenotypique precise. 

3 Organisation genetique 
et regulation de I’expression 
des differentes hemoglobines 

La regulation de I’expression de I’Hb est complexe car 
elle doit assurer la specificite erythroide de I’expression, 
I’expression sequentielle des differentes hemoglobines 
au cours du developpement, un equilibre de production 
des differentes chaines (a/7 puis a/p) et une coordination 
avec la biosynthese de Theme. 

Schematiquement, deux families de genes (ou cluster) 
controlent I’expression des chaines de globine: le cluster 
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Figure 1 - Organisation des deux families de genes-globine. 
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La famille a-globine est localisee sur le chromosome 16, la famille p-globine sur le chromosome 1 1 . Les genes sont organises de 5’ en 3’ selon leur ordre 
d’expression au cours du developpement: dans la famille a, gene £ embryonnaire, a2 et al foetaux/adultes; dans la famille p, gene e embryonnaire, G 7 et A 7 
foetaux, 8 (minoritaire) et 0 adultes. En amont du locus p-globine, cinq sites hypersensibles a I’ADNasel (HS1-> 5) constituent une zone regulatrice majeure: 
le LCR {« regulatory locus control region ») qui va sequentiellement activer I’expression des genes. Sur le chromosome 16 (locus a-globine), un site unique, 
correspondant a une zone regulatrice majeure, le site MCS-R2 (connu aussi comme HS-40), a ete mis en evidence 40 kb en amont du gene £. 


alpha et le cluster beta (figure 1). Dans ces 2 families, I’ordre 
des genes sur le chromosome de 5’ en 3’ est le meme 
que celui de leur expression au cours du developpement. 
Le cluster alpha, situe sur le chromosome 1 6, proche de la 
region telomerique (1 6p1 3.3), comporte trois genes fonction- 
nels: un gene embryonnaire £ (HBZ) et deux genes exprimes 
des la vie fcetale a2 (HBA2) et al (HBA1). Entre 25-65 kb 
en amont des genes a2 et al , se situent 4 regions non- 
codantes hautement conservees: « multispecies conserved 
sequences » (MCS-R1 a -R4), qui controleraient I’expression 
des genes du cluster alpha. A I’heure actuelle, seul MCS- 
R2 (connu aussi comme HS-40) a ete demontre comme 
essentiel a I’expression des genes a [3]. Ce cluster ne subit 
qu’une seule transition ou « switch » d’expression de genes, 
£ vers a, qui a lieu des la 6 e semaine de vie embryonnaire. 
Le cluster beta, situe sur le chromosome 11, comporte 
5 genes fonctionnels: un gene embryonnaire s (HBE1), 
deux genes foetaux G7 et Ay (HBG2 et HBG1) et deux 
genes adultes 8 et p (HBD et HBB). De fagon similaire a 
la famille des genes a, en amont des genes se situe le 
« regulatory locus control region » (LCR) jouant un role 
primordial dans le controle de I’expression des genes 
de la famille p au cours du developpement [4]. Ainsi, 
I’expression erythroide-specifique et sequentielle des 
genes resulte de I’interaction du LCR de fagon specifique 
avec les promoteurs individuels des genes de globine 
par formation de boucles chromatiniennes complexes. 
Ce cluster est le siege de deux « switch » consecutifs: 


le premier de s vers 7 a lieu precocement durant la vie 
embryonnaire ; le second de 7 vers 8 et p, beaucoup plus 
tardif commence a la fin de la vie fcetale. Ce dernier, res- 
ponsable de la transition de I’HbF vers I’HbA, est encore 
actuellement imparfaitement elucide. II fait intervenir un 
ensemble complexe et intrique de facteurs de trans- 
cription, dont un des derniers decouverts recemment, 
BCL1 la, semble avoir un role majeurcomme represseur 
de I’expression des genes 7 [5]. 

La chaine polypeptidique a-globine de 1 41 acides amines, 
doit s’associer avec differents partenaires au cours de la 
vie embryonnaire, fcetale et adulte (e, 7, p). Sa synthese 
est sous le controle d’au total 4 genes a codant tous pour 
une proteine de structure identique. II a ete demontre que 
les genes a2 sont plus exprimes que les genes al dans un 
rapport a2/a1 d’environ 1 ,2 [6]. La chaine polypeptidique 
p-globine de 146 acides amines est sous le controle d’au 
total 2 genes p et chaque gene p contribue pour 50 % de 
la synthese des chaines p. 

Durant la differenciation erythroide, les chaines a-globine 
ainsi que p-globine (ou 7-globine) sont exprimees a haut 
niveau. Cependant, il est important que les chaines 
de globine soient synthetisees de fagon equilibree. Le 
desequilibre entre les differentes chaines est a la base 
de la physiopathologie des thalassemies. Les chaines 
libres a-globine en exces sont toxiques pour le globule 
rouge. Les chaines neo-synthetisees se lient spontanement 
a Theme formant des monomeres d’Hb. Une proteine 
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chaperonne, stabilisant specifiquement les monomeres 
a-Hb (chaines a-globine liees a I’heme), I’ « a-hemoglobin 
stabilizing protein » (AHSP) est synthetisee dans les cellules 
erythroides [7]. Lorsqu’elle rencontre un monomere p-Hb 
libre, le monomere a-Hb se dissocie de I’AHSP pour former 
un dimere ap stable. C’est I’association des dimeres qui 
va aboutir a la forme tetramerique fonctionnelle de I’Hb 
telle que I’HbA adulte (Hba2p2). 

3 Classification 

des hemoglobinopathies 

et bases moleculaires 


La production d’une forte concentration d’Hb parfaitement 
fonctionnelle peut etre alteree suite a des mutations sur les 
differents genes de I’Hb. On distingue deux grands types 
d’anomalies, qui se differencient plus par la physiopatho- 
logie que par la genetique: 

1 . Les anomalies qualitatives qui alterent la structure d’une 
chaTne de globineet par la, la fonctionnalite de I’Hb : modi- 
fication de sa solubilite, de sa stabilite, de son affinite pour 
I’oxygene, de la fixation de I’heme ou de I’etat d’oxydation 
de son atome de fer. 

2. Les anomalies quantitatives qui alterent le niveau de 
synthese d’une des chaines de globine. Le defaut de 
synthese peut etre total ou partiel. Ce groupe d’anomalies 
constitue les thalassemies. 

Dans les anomalies qualitatives ou quantitatives, les meca- 
nismes moleculaires impliques ne sont pas differents de 
ceux observes dans d’autres maladies genetiques, soit des 
mutations geniques de petite taille (substitutions nucleo- 
tidiques et insertions/deletions de quelques nucleotides), 
soit, plus volontiers pour les thalassemies, des mutations 
geniques de grande taille (essentiellement des deletions de 
genes mais aussi parfois des duplications de genes) [9]. 

3.1. Mutations geniques de petite taille 
Les substitutions nucleotidiques (remplacement d’une 
base nucleotidique par une autre), ainsi que les insertions/ 
deletions de quelques nucleotides sont des mutations dites 
ponctuelles. Les substitutions nucleotidiques sont les plus 
frequentes. On distingue les transitions (remplacement 
d’une base pyrimidique (C/T) ou purique (A/G) par une 
autre base de meme nature) et les transversions (rempla- 
cement d’une base purique par une base pyrimidique, ou 
inversement). Les transitions sont plus frequentes que les 
transversions, et tout particulierement au niveau des dinu- 
cleotides CG. En effet la methylation de I’ADN intervient 
preferentiellement en position 5 des cytosines precedant 
les guanines (dinucleotides CpG). De fagon frequente, la 
cytosine methylee subit une reaction de desamination 
oxydative a I’origine d’une transition C > T. Le mesapparie- 
ment T: G qui en resulte au sein de I’ADN est difficilement 
detectable par les systemes de reparation. 

Dans les regions codantes, en fonction de leur position 
dans le codon, ces substitutions peuvent entraTner une 
modification de la nature de I’acide amine code: on parle 
alors de substitution faux-sens. En raison de la degene- 
rescence du code genetique, les mutations de la 1 re ou 2 nde 


base entraTnent plus frequemment une substitution d’acide 
amine que les mutations de la 3 e base. Ainsi il est decrit 
que les mutations de la 3 e base conduisent dans environ 
75 % des cas a une mutation dite silencieuse, c’est-a- 
dire sans consequence Clinique. Cependant ces muta- 
tions silencieuses peuvent etre pathologiques lorsqu’elles 
activent des sites cryptiques d’epissage. Les substitutions 
nucleotidiques aboutissant a la formation d’un codon 
Stop sont appelees substitution non-sens. Elies entraTnent 
generalement I’absence de formation de la proteine, ou 
la formation d’une proteine tronquee la plupart du temps 
non fonctionnelle. 

Dans les regions introniques, tout particulierement au 
niveau des jonctions introns/exons, les mutations affec- 
tant les sites consensus d’epissage alterent la maturation 
de I’ARN et aboutissent a un defaut d’expression de la 
proteine normale. 

Dans les regions regulatrices de I’expression du gene, 
specialement au niveau du promoteur, ces substitutions 
peuvent affecter I’expression du gene en alterant un site 
consensus de liaison d’un facteur de transcription. Enfin, 
au niveau du site de polyadenylation, ces substitutions 
perturbent la maturation de I’extremite 3’ de I’ARN et sont 
responsables d’une diminution de la stabilite du transcrit. 

Des deletions ou insertions de quelques nucleotides non 
multiples de trois bases entraTnent au niveau des sequences 
codantes un decalage du cadre de lecture (frame shift) qui 
aboutit a I’apparition d’un codon Stop premature avec 
absence de formation de la proteine ou synthese d’une 
proteine tronquee. Dans les cas de deletions ou insertions 
de trois bases ou d’un multiple de trois bases, la proteine 
codee presentera une deletion ou une insertion d’un ou 
plusieurs acides amines, avec des consequences fonc- 
tionnelles variables en fonction de leur localisation au sein 
de la structure de la proteine. 

3.2. Mutations geniques de grande taille 
Les rearrangements genomiques de grande taille impliquent 
en general des sequences tres semblables comme les 
sequences repetees dispersees de type Alu ou des genes 
en tandem, comme par exemple les genes a-globine, qui 
du fait de Phomologie tres importante de sequence sont 
des structures hautement recombinogenes. Elies favorisent 
les recombinaisons homologues non allelique au moment 
de la meiose avec comme consequences des deletions, 
des duplications... 

En pratique clinique, nous nous interessons essentiellement 
aux anomalies survenant sur les chaTnes a, p et 7. 

Les sequences nucleotidiques des genes de globine et 
de leur environnement sont aujourd’hui parfaitement 
etablies. 

Les genes de globine derivent tous d’un ancetre unique, ce 
qui explique leur structure globale identique : trois zones 
codantes (exons) separees par deux zones non-codantes 
(introns). II existe egalement des zones non codantes 
situees en 5’ et 3’ des genes (« flanking regions »). Les 
introns debutent classiquement par une sequence GT et 
se terminent par une sequence AG afin de permettre leur 
excision et I’epissage des exons au moment de la matu- 
ration des ARN messagers (ARNm). 

En 5’ de la region transcrite se situe le promoteur du gene. 
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Cette zone, impliquee dans la fixation de I’ARN-polymerase, 
est constitute d’environ 100 a 200 nucleotides avant le 
site d’initiation de la transcription et inclut les zones fonc- 
tionnelles importantes CACC, CCAAT et TATA ou vont se 
fixer des facteurs de transcription [8]. 

De nombreuses hemoglobinopathies, notamment qualita- 
tives, sont sans consequence pathologique et peuvent etre 
decouvertes de fagon fortuite sans aucun point d’appel 
clinique ou hematologique. Pour le biologiste, il est impor- 
tant de connaTtre les anomalies associees a des manifes- 
tations cliniques. Celles-ci se limitent a 5 grands cadres : 
les mutants associes a un phenotype thalassemique, les 
syndromes drepanocytaires majeurs, les mutants instables 
responsables d’anemie hemolytique, les mutants a affinite 
augmentee pour I’oxygene responsable d’erythrocytose, 
les mutants a affinite diminuee pour I’oxygene et les hemo- 
globines M associees a une methemoglobinemie [1 0]. Ces 
anomalies sont pour les plus frequentes congenitales de 
type monogenique recessive. De rare cas peuvent etre 
dominant ou acquis. 

Bases moleculaires 
des anomalies qualitatives 

Les Hb anormales sont les variants proteiques les plus 
decrits depuis la mise en evidence en 1949 de I’HbS 
(p.Glu7Val), responsable de la drepanocytose [11]. 


Chez les porteurs heterozygotes, I’expression des hemo- 
globines anormales est d’environ 40 % pour les variants 
de la chaine p, nettement inferieure, 20 a 25 % pour ceux 
de la chaine a. Nous ne parlerons pas ici des variants de la 
chaine 7 exprimes exclusivement pendant la periode fcetale 
et neonatale. Les anomalies qualitatives sont generalement 
en rapport avec des mutations ponctuelles presentes au 
niveau des exons codants. Les consequences physiopa- 
thologiques des differentes mutations peuvent etre logi- 
quement interpretees en fonction de leur localisation au 
sein de la structure tridimensionnelle de I’Hb (figure 2). 
Comme nous I’avons vu dans le premier article (« Les 
hemoglobines normales et pathologiques »), la structure de 
chaque chaine de globine est remarquablement conservee 
et resulte du repliement de 6 a 8 helices formant une poche 
hydrophobe autour de la molecule d’heme. Les residus 
localises en surface sont generalement hydrophiles. Au 
contraire, ceux orientes vers I’interieur de la molecule sont 
generalement hydrophobes et, par interactions avec des 
residus d’autres helices, jouent un role stabilisateur impor- 
tant dans la structure de la molecule. Ainsi des rapports 
tres intriques existent entre chaTnes aipi (ou a2p2). A 
I’inverse, il existe moins de contacts directs entre sous- 
unites aip2 et a2pi, mais ces contacts sont essentiels 
pour la transition allosterique lors de la fixation d’oxygene. 
Au niveau de la cavite centrale, un contact important est 
etabli entre les chaTnes p par I’intermediaire d’une mole- 
cule, le 2,3-diphosphoglycerate (2,3-DPG) qui stabilise la 
configuration desoxygenee. 


Figure 2 - Structure tridimensionnelle de la molecule d’hemoglobine adulte (HbA). 


Contacts aipi : 

Poche de I'heme : Hb instables 



Contacts al p2 : 
affinite anormale 


Hb M 

affinite anormale 
Hb instables 


Cavite centrale : 
fixation du 2,3-DPG 
affinite normale 


Le tetramere a2p2 est une molecule globulaire. Les regions fonctionnellement importantes sont indiquees ainsi que les consequences physiopathologiques des 
differents variants selon la localisation de la mutation dans la molecule (illustration d’apres [2]). 
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4.1. Variants frequents a I’origine 

de problemes de sante publique majeurs 
Les variants les plus frequemment diagnostiques, sont ceux 
qui, suite a des modifications physicochimiques, peuvent 
etre facilement separes de I’HbA par electrophorese ou 
chromatographie. Ces modifications physicochimiques 
sont essentiellement des modifications de charge de 
surface qui touchent des residus polaires n’intervenant 
generalement pas dans une fonction majeure de I’Hb, 
exception faite pour le variant le plus frequent : I’HbS 
(p.Glu7Val), responsable d’une modification de la solubility 
de I’Hb a la base de la physiopathologie de la drepano- 
cytose. Les variants communs, cliniquement important, 
sont par ordre de frequence: HbS, HbC (p.Glu7Lys), HbE 
(p.Glu27Lys), HbD-Punjab (p.Glu122Gln) et HbO-Arab 
(p.Glul 22Lys). Les 3 plus frequents (HbS, HbC, HbE) sont 
classiquement diagnostiques par une etude phenotypique 
complete (association de plusieurs techniques d’analyse 
proteique). En revanche I’HbD-Punjab, I’HbO-Arab et 
tout autre variant non identifie peuvent beneficier d’une 
caracterisation par biologie moleculaire afin de confirmer 
leur nature. Les variants HbD-Punjab et HbO-Arab sont 
importants a distinguer des autres mutants du fait de 
leur implication dans des syndromes drepanocytaires 
majeurs de type heterozygote composite S/D-Punjab 
ou S/O-Arab. En effet, I’HbD-Punjab stabilise le poly- 
mere d’HbS et I’HbO-Arab, tout comme I’HbC, favorise 
la polymerisation de I’HbS notamment par la deshydra- 
tation de I ’erythrocyte. De rares mutants tels que I’HbS- 
Antilles (HBB:c.[20A>T;70G>A]) sont des doubles-mutants, 
c’est-a-dire qu’ils presentent deux mutations en c/s dont 
la mutation pS (HBB :c.20A>T) ; actuellement une quin- 
zaine sont decrits. Ces doubles mutants presentent la 
particularity d’etre de diagnostic phenotypique difficile 
car la seconde mutation peut completement modifier les 
proprietes physicochimiques de I’HbS. De plus, ils peuvent 
parfois, comme I’HbS-Antilles, favoriser la polymerisation 
et constituer un syndrome drepanocytaire majeur meme 
a I’etat heterozygote [12]. Certain mutant, comme I’HbE 
frequemment rencontre en Asie, presente aussi une pro- 
priety thalassemique comme decrit plus loin. 

4.2. Variants rares a I’origine 

de desordres hematologiques varies 
La substitution d’acide amine peut aussi affecter des 
residus situes a I’interieur de la molecule ou elle a des 
consequences des lors qu’elle touche une zone fonction- 
nellement importante de la proteine. Ces variants sont plus 
difficilement mis en evidence par les recherches d’ano- 
malie de I’Hb (electrophorese et/ou chromatographie) car 
les substitutions ne modifient pas les charges de surface 
de la proteine et ne permettent pas systematiquement de 
les separer de I’HbA. On distingue : i) les substitutions au 
niveau de la poche de I’heme qui entrainent une modifica- 
tion de I’affinite pour I’oxygene (augmentee ou diminuee) 
voire une Hb instable en cas de perte de I’heme et dans 
le cas des HbM, ou le fer de I’heme est oxyde (Fe3+), une 
cyanose ; ii) les substitutions au niveau des zones contact 
des dimeres (aipi) a I’origine d’Hb instable et celles au 
niveau des zones contacts entre chaTnes al p2 ou a2(31 , 
siege de la transition allosterique, a I’origine d’Hb a affinite 


modifiee pour I’oxygene ; iii) les substitutions au niveau 
de la cavite centrale qui peuvent affecter les sites de fixa- 
tion du 2,3-DPG, a I’origine de variant avec affinite pour 
I’oxygene modifiee. 

Les hemoglobines instables resultent done potentiel- 
lement de 3 anomalies : modification localisee pres de 
I’heme, modification localisee dans une zone de contact 
entre chaTnes ou provoquee par des insertions ou des 
deletions au niveau d’une zone fonctionnelle importante. 
Ce sont le plus souvent des mutations privees conduisant 
a des phenotypes dominants resultant frequemment de 
mutations de novo. 

Les hemoglobines anormales avec affinite augmentee pour 
I’oxygene resultent de modification de structure qui per- 
turbe I’equilibre allosterique, de modification de structure 
au voisinage de I’heme ou dans une region critique pour sa 
fonction, de modification touchant les regions ou se lie le 
2,3-DPG empechant sa fixation. Les manifestations cliniques 
s’observent chez I ’heterozygote. Le caractere familial est 
frequent mais les mutations de novo ne sont pas exception- 
nelles. Les hemoglobines anormales avec affinite diminuee 
pour I’oxygene sont plus rares et resultent en general de 
modification de structure qui perturbe I’equilibre allosterique. 
Les HbM responsables de methemoglobinemies resultent 
souvent de modification de structure au niveau des his- 
tidines distales (E7) ou proximales (F8, directement liees 
au fer de I’heme) des chaTnes a, p ou 7. II s’agit souvent 
de mutations de novo. 

3 Bases moleculaires 

des thalassemies 

Les thalassemies constituent un groupe heterogene d’ano- 
malies moleculaires qui a en commun un defaut de synthese 
d’une des chaTnes de globine. Sur le plan physiopatho- 
logique, ces anomalies sont a I’origine d’un desequilibre 
de synthese avec accumulation de chaTnes non appariees 
responsable de dyserythropoiese. Nous nous interessons 
ici essentiellement aux anomalies les plus frequentes : 
a et p thalassemies. Les thalassemies touchant les genes 
7 ont une expression exclusivement ante- et neo-natale et 
ne seront pas detaillees ici. Celles touchant les genes 8, 
compte tenu de la faible expression de ce gene, sont sans 
consequence pathologique. 

5.1. Alpha-thalassemies 

Le defaut de synthese des chaTnes a-globine a pour conse- 
quence une diminution de production des differents types 
d’Hb des la vie feetale : HbF et HbA. Dans les regions tropi- 
cales d’Afrique ou d’Asie, les a-thalassemies sont extreme- 
ment frequentes car les porteurs de trait a-thalassemique, 
partiellement resistant a I’infection, ont subi une pression 
de selection par le paludisme. Les anomalies moleculaires 
sont essentiellement des grandes deletions (50 differentes 
actuellement decrites), plus rarement des mutations ponc- 
tuelles (69 differentes decrites) (pour une liste exhaustive : 
http://globin.bx.psu.edu/hbvar/menu.html). 

On distingue les deletions d’un gene a (-a) responsable 
d’a+-thalassemie avec capacity residuelle de synthese 
de chaTne alpha, des deletions des 2 genes a en c/s (— ) 
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Figure 3 - Exemple d'une deletion responsable d'a+-thalassemie. 
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Le determinant a-thalassemique le plus commun est la deletion -a 37 , avec un seul gene a hybride fonctionnel. C’est une deletion de 3,7 kb produite par une 
recombinaison entre les segments homologues Z. De fagon reciproque, cette recombinaison produit une triplication des genes a frequemment rencontree: 
aaa anti3 ’ 7 a laquelle n’est associee, de fagon isolee, aucune propriety anormale. 
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responsable d’a°-thalassemie avec absence totale de syn- 
these de chaine. La structure du cluster a, avec 2 genes 
a presentant une tres grande homologie de sequence, 
favorise les recombinaisons homologues non alleliques 
a I’origine des deux deletions a+-thalassemique les plus 
frequentes : une deletion de 3,7 kb (-a3,7) (figure 3) et 
une de 4,2 kb (-a4.2). L’association d’une a-thalassemie 
aux variants les plus frequents, HbS ou HbE ou HbC, 
en modifie I’expression phenotypique par diminution du 
taux d’expression du mutant (tableau 1). Parmi les dele- 
tions a°-thalassemiques emportant les 2 genes a, citons 
—SEA et —MED respectivement frequentes dans le Sud 
Est Asiatique et le pourtour Mediterraneen. Dans de tres 
rares cas, l’a°-thalassemie est due a une deletion de la 
region regulatrice situee environ 40-50 kb en amont des 
genes a-globine laissant les genes a intacts. 

Les mutations ponctuelles au niveau des genes a res- 
ponsables d’a-thalassemie sont notees aTa ou aaT en 
fonction du gene atteint (respectivement al et a2 globine). 
Les anomalies moleculaires rencontrees sont des muta- 
tions ponctuelles affectant, soit la maturation de I’ARNm 
(epissage, polyadenylation), soit la traduction (mutations 
non-sens, decalage du cadre de lecture, mutations du 
codon d’initiation) ou encore des mutations faux-sens 
affectant la stability et donnant lieu a une Hb instable. 
Ces formes d’a-thalassemies mutationnelles s’averent 
plus severes que les formes deletionnelles. Deux hypo- 
theses expliqueraient cela, d’une part dans les formes 
deletionnelles, le « detournement » des facteurs de trans- 
cription au niveau des promoteurs des genes a intacts 
favoriserait leur expression; d’autre part les chaines a 
mutees produites sont des elements potentiellement 
instables et non solubles qui vont precipiter alterant 
I’erythropoiese [13]. Sur le pourtour Mediterraneen, les 
mutations les plus frequentes sont IVS-l(-5nt) (HBA2 : 
c.95+2_95+6delTGAGG, en nomenclature internationale 
HGVS) qui est un defaut a+-thalassemique interferant 
avec I’epissage ou a PAI(AATAAG) (HBA2 :c.*94A>G) 
interferant avec le signal de polyadenylation. Fre- 
quemment rencontre en Asie, le variant Hb Constant 
Spring (p.X143Gln) caracterise par un allongement 
de la chaine polypeptidique du fait d’une mutation du 
codon de terminaison est un variant instable de type 
thalassemique. 

L’ expression clinique des alpha-thalassemies est fonc- 
tion essentiellement du nombre de genes a atteints 
mais aussi de la nature de I’anomalie moleculaire. Les 
atteintes a-thalassemiques sont resumees dans la figure 4. 
La non-expression d’un gene a est asymptomatique avec 
au maximum I’observation d’une microcytose. La non- 
expression de 2 genes a est dans la plupart des cas sans 
vraie consequence pathologique puisqu’elle est juste 
associee a une discrete anemie avec microcytose tranche. 
Le diagnostic est facilement fait a la naissance grace a la 
presence d’HbBart's, constitute par I’exces des chaines 
7 qui s’associent en un tetramere instable (74) et avec une 
tres forte affinite pour I’oxygene. A Page adulte, le diagnostic 
biochimique sera presomptif devant les anomalies hema- 
tologiques et I’absence de carence martiale notamment. 
Dans le cadre d’un conseil genetique, il est necessaire de 
realiser un genotype afin de distinguer une a°-thalassemie 


Tableau 1 : Effet de I’association d’une a-thalassemie 
aux variants les plus frequents (d’apres [28]). 



AS 

AC 

AE 

Normal (aa/aa) 

40 +/-2 

43+/-2 

30+/-2 

aa/-a 

35+/-2 

11 + 1-2 

21+1-2 

-a/-aou -/a 

2S+/-2 

32+/-2 

22+1-2 

-a/- (HbH) 

17 


15 


heterozygote (deletion en c/s) d’une a+-thalassemie homo- 
zygote (deletion en trans). En effet, seule l’a°-thalassemie 
va constituer un risque genetique d 'hydrops foetalis. La 
reduction a environ 25 % de la synthese des chaines a 
(1 seul gene a fonctionnel) est responsable d’hemoglobi- 
nose H. Le diagnostic peut etre fait a la naissance par la 
presence d’un fort taux d’HbBart's et ensuite par la pre- 
sence d’HbH, constitute d’un tetramere p4 instable, forme 
par I’exces de chaine p. Le genotype doit etre precisement 
caracterise ; il est generalement heterozygote composite, 
le plus frequemment de type deletionnel, par exemple 
— SEA /-a 3 ’ 7 , ou plus rarement de type mixte par exemple 
— sea/ ^ constant spring^ 3 ur | e p| an c |j n jq ue , les formes deletion- 

nelles sont moins severes que les formes non-deletionnelles 
[1 4]. Le genotype peut aussi etre de type homozygote non- 
deletionnel avec des mutations a-thalassemiques au niveau 
du gene a2-globine avec forte reduction de la synthese des 
chaines a. Les 2 genes al -globine restant, intrinsequement 
moins exprimes que les genes a2-globine et ne beneficiant 
pas du « detournement » de facteurs de transcription au 
niveau de leur promoteur, n’arrivent pas a compenser le 
deficit. L’absence d’expression des genes a, responsable 
d’un Hb-Bart’s hydrops foetalis severe, est letale. Dans de 
rares cas, un syndrome de type HbH hydrops foetalis peut 
etre observe chez des enfants presentant un genotype 
heterozygote composite associant un allele sans gene a 
et un allele avec une mutation a-thalassemique severe. 

5.2. Beta-thalassemies 

Le defaut complet de synthese de chaine p-globine, ou 
p°-thalassemie, se caracterise par une absence totale de 
chaine produite. Le defaut partiel, en fonction du degre de 
reduction, p+ ou p++ pour les defauts les moins severes, se 
caracterise par une synthese reduite de chaine normale. Ce 
defaut de synthese conduit a une accumulation de chaine 
a-globine en exces qui est a I’origine de la pathologie. Les 
chaines a-globine en exces, non associees en tetrameres, 
precipitent des le stade des precurseurs erythropoietiques, 
entrainant la destruction intramedullaire des cellules et une 
erythropoiese inefficace. Contrairement aux a-thalassemies, 
les anomalies moleculaires sont essentiellement des muta- 
tions ponctuelles (300 differentes environ), plus rarement 
des deletions plus ou moins etendues (20 differentes 
environ) (http://globin.bx.psu.edu/hbvar/menu.html). 
Les mutations ponctuelles sont localisees surtoute I’eten- 
due du gene. Toutes les differentes etapes de I’expression 
du gene peuvent etre alterees. Ainsi, on observe des muta- 
tions affectant la transcription (mutation du promoteur), 
la maturation de I’ARNm (epissage, polyadenylation), 
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Figure 5 - Les differents types de mutations beta-thalassemiques. 
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HGVS : Human genome variation society ; liste non exhaustive (http://globin.bx.psu.edu/hbvar/menu.html). 


la traduction (mutation non-sens, decalage du cadre de 
lecture, mutation du codon d’initiation) ou encore des muta- 
tions faux-sens affectant la stability donnant lieu a une Hb 
instable. Les differentes mutations rencontrees sont clas- 
sees en fonction du niveau d’alteration de la synthese : p°, 
p+ ou p++ figures). Parmi les defauts p+-thalassemiques, 
on distingue les defauts severes qui sont associes a un 
taux residuel d’HbA < 5 % (par exemple, IVS1-1 10 (G>A) 
qui est frequent en region Mediterraneenne) et les defauts 
moins severes avec des taux residuels d’HbA entre 6 a 
30 % [15]. Certaines hemoglobinopathies qualitatives sont 
aussi des thalassemies. Ainsi, le variant HbE presente une 
mutation faux-sens qui affecte un acide amine de surface 
mais qui cree aussi au niveau de I’exon 1 un site alternatif 
d’epissage, partiellement utilise, qui devie une partie de 
I’ARNm vers une maturation anormale, aux depens de la 
production d’ARNm normal. Ainsi les sujets heterozygotes 
AE ne presenter^ pas un taux attendu d’expression de 40 % 
comme pour les autres variants p, mais de seulement 30 % 
environ en I’absence d’a-thalassemie associee. 

De rare variant p-thalassemique, tout particulierement 
des mutations par decalage du cadre de lecture ou 
mutation non-sens au niveau du 3 e exon du gene sont 
susceptibles de donner une chaine d’Hb raccourcie ou 


allongee incapable de former des tetrameres stables. 
Le systeme NMD (« nonsense mediated mRNA decay ») 
est un processus normalement present permettant de 
degrader selectivement les ARNm portant un codon Stop 
premature empechant ainsi la traduction d’une proteine 
tronquee, potentiellement deletere. Cependant, ce systeme 
n’est pas fonctionnel pour les codons Stop premature ou 
decale survenant sur le dernier exon d’un gene. Ces variants 
sont difficilement mis en evidence par I’analyse phenoty- 
pique du fait de leur grande instability et sont associes a 
une anemie hemolytique meme a I’etat heterozygote. On 
parle de p-thalassemie intermediaire de type dominant 
(effet dominant negatif). 

Les formes de p-thalassemies dues a des deletions sont 
plus rares mais pas exceptionnelles [1 6]. On distingue sche- 
matiquement les deletions emportant le gene p et les tres 
rares deletions conservant intact le gene p mais deletant 
le LCR. Les deletions emportant le gene p se divisent en 
deux groupes : les deletions reduites au gene p sont des 
defauts moleculaires responsables de p°-thalassemie et 
les deletions englobant le ou les genes en amont de p (8, 
7 voire s) sont responsables de G7A7(8p) 0 -, G7(A78p)°- ou 
encore de (eG7A78p)°-thalassemie pour les plus grandes. 
Les deletions reduites au gene p ont des tailles qui varient 
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de 105 bp a 67 kb. Certaines de ces deletions se limitent 
au promoteur du gene p, et a I’etat heterozygote, on 
observe sur le plan phenotypique une tres forte elevation 
de l’HbA2 (HbA2 de 6 a 1 0 %) associee a une augmenta- 
tion moderee de 1’HbF. Ceci s’expliquerait probablement 
par un recrutement accru des facteurs de transcriptions 
au niveau des genes en amont notamment le gene 8. Les 
plus larges deletions, englobant 8, p voire 7, sont respec- 
tivement des (8p)°-thalassemies et (A78p)°-thalassemies. 
Les sujets heterozygotes presentent un phenotype de trait 
p-thalassemique (microcytose et hypochromie) mais avec 
des taux d’HbA2 normaux et des taux d’HbF augmen- 
ts (entre 5 a 15 % environ). Certaines sont relativement 
frequentes dans certaines regions par exemple, la (Sp)°- 
thalassemie Sicilienne en Italie. Les sujets heterozygotes 
pour les rares deletions de type (878p)°-thalassemie, qui 
sont toujours sporadiques et familiales, presentent aussi 
un phenotype de trait p-thalassemique mais avec des 
taux d’HbA2 et d’HbF normaux. A noter que durant la 
periode antenatale et neo-natale, les sujets heterozygotes 
presentent une anemie qui peut etre severe parfois trans- 
fusion-requerante. L’anemie va s’ameliorer a partir de 
I’age de 3 a 6 mois. Ces formes n’ont jamais ete iden- 
tifies a I’etat homozygote car elles sont probablement 
letales. Les persistences hereditaires de I’HbF (PHHF) de 
type deletionnelles sont aussi dues a des deletions des 
genes 8 et p. Cependant les sujets heterozygotes pour 
une PHHF presentent des taux d’HbF plus augments 
(entre 20 a 30 % environ) mais sans microcytose ni ane- 
mie. Des publications recentes demontrent qu’une region 
d’environ 3 kb situee en 5’ du gene 8 joue un role majeur 
dans la repression de I’expression des genes 7 (« BCL1 la 
binding site ») [17]. Schematiquement, la perte de cette 
region est associee a une persistance dans I’expression 
de I’HbF qui permettrait de compenser la perte du gene 
p et expliquerait en partie les differences de phenotype 
entre PHHF et (8p)°-thalassemie (figure 6). A noter, qu’il 
existe egalement des PHHF mutationnelles dues a des 
mutations ponctuelles au niveau des promoteurs des genes 
G7 et A7 [8]. Une mention particuliere peut etre faite pour 
I’Hb-Lepore, qui est issue d’un gene de fusion suite a une 


recombinaison entre les genes 8 et p. Le produit du gene 
de fusion 8/p est une proteine hybride dont la synthese 
est quantitativement reduite, parce que placee sous la 
dependance du promoteur faible 8, et qui presente une 
propriety p-thalassemique. 

Bien que I’heterogeneite moleculaire soit tres importante, 
I’expression clinique, du fait de la physiopathologie com- 
mune est relativement semblable (anemie, microcytose...). 
Cependant, la severite de I’expression clinique des beta- 
thalassemies va dependre du type d’allele (p°, p+, p++), de 
I’association avec une a-thalassemie (qui permet de dimi- 
nuer le pool de chaine a libre) et de la capacite a produire 
de fagon persistante des chaines 7. La transmission est 
normalement recessive, seuls de rares cas de type domi- 
nant, comme cite plus haut, existent. A noter qu’une perte 
d’heterozygotie en mosaique de la region chromosomique 
ou se situe le gene p, par deletion segmentaire ou par iso- 
disomie uniparentale, permet d’expliquer le developpement 
progressif au cours de la vie d’une p-thalassemie majeure 
ou intermediaire chez des patients constitutionnellement 
p-thalassemiques heterozygotes [18,19]. 

^ Indications 

du diagnostic moleculaire 

Les indications de diagnostic moleculaire sont limitees a 
la realisation prealable d’une analyse phenotypique pre- 
cise de I’Hb [20;21]. II existe trois grandes categories de 
pathologies severes qui vont necessiter une confirmation 
moleculaire, un conseil genetique et possiblement un 
diagnostic prenatal (tableau 2) [22]: 

- Syndrome beta-thalassemique (mutation beta-thalasse- 
mique au sens large incluant les mutations ponctuelles, 
les 8p-thalassemies, Hb-Lepore et HbE...). 

- Syndrome drepanocytaire majeur : homozygote S, forme 
la plus frequente, tout particulierement lorsque I’etude 
familiale n’a pu etre realisee ; mais aussi les patients 
heterozygotes composites de type S/p°thalassemie, 
S/p+thalassemie, S/D-Punjab, S/O-Arab, S/E ou les 
rares heterozygoties symptomatiques type A/SAntilles. 
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Tableau 2 - Genotype des parents a I’origine d’une hemoglobinopathie pathologique chez Penfant 

(adapte d’apres [22]). 



-Syndrome HbBart's hydrops foetalis (mutation 
a°-thalassemique) et les HbH. 

La caracterisation moleculaire de sujets heterozygotes est 
indiquee dans le cadre du conseil genetique. Par exemple 
il est important de distinguer parmi les sujets porteurs d’un 
trait a-thalassemique, les couples porteurs de mutation 
a°-thalassemique et done a risque d ’hydrops foetalis . 

La caracterisation moleculaire de sujets heterozygotes, 
en dehors du conseil genetique, est indiquee dans le 
cas d’hemoglobinopathie complexe ou I’analyse pheno- 
typique n’est pas concluante, dans le cas de recherche 
de variants difficilement visible au phenotype avec point 
d’appel Clinique (recherche de mutants a affinite modifiee 
pour I’oxygene, mutants instables...). 

Q Methodes utilisees 
pour le diagnostic moleculaire 

Les techniques utilisees pour la caracterisation moleculaire 
des anomalies de I’Hb sont les memes que pour I’etude 
de n’importe quel autre gene. Le diagnostic moleculaire 
des hemoglobinopathies utilise de I’ADN genomique. 
Le consentement ecrit du patient (ou des parents pour 
un mineur) ou I’attestation de consultation de genetique 
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redigee par le medecin prescripteur (decret n° 2008-321 
du 4 avril 2008) est indispensable pour la realisation de 
ces analyses par les laboratoires de reference. 

Pour le diagnostic post-natal, le materiel de base uti- 
lise pour I’extraction d’ADN est le plus souvent du sang 
total preleve sur tube EDTA. A noter, sur le plan pratique, 
que les erythrocytes etant depourvus de noyau cellulaire, 
une transfusion de culots globulaires n’empeche pas 
la realisation d’une etude moleculaire contrairement a 
I’etude phenotypique. Pour le diagnostic prenatal, I’ADN 
est extrait a partir de cellules trophoblastiques obtenues 
apres ponction du trophoblaste entre 11 et 13 semaines 
d’amenorrhee (SA) ou a partir de cellules amniotiques 
obtenues apres prelevement de liquide amniotique rea- 
lise a partir de 1 5-1 6 SA et possible jusqu’au terme. Ces 
prelevements sont invasifs et comportent un risque de 
fausses couches de 0,5 a 2 %. Le diagnostic est direct 
et consiste a rechercher chez le foetus la presence d’une 
ou de deux mutations prealablement identifies, chez les 
parents ou un autre cas index. 

La recherche de mutation ponctuelle peut etre realisee 
selon deux grands cadres : la recherche specifique de 
mutations (par exemple hybridation par « reverse dot blot », 
restriction enzyme-PCR, analyse des courbes de fusion 
a haute resolution ou HRM, PCR digitale) ou la recherche 





LES MALADIES DE L'HEMOGLOBINE 


systematique de mutations (sequengage Sanger, pyro- 
sequencage, sequengage nouvelle generation ou NGS). 
Parmi les techniques les plus couramment utilisees, on peut 
citer : le « reverse dot blot » et le sequengage Sanger. Ces 
deux techniques s’appuient sur la realisation prealable de 
PCR (« polymerase chain reaction ») afin d’amplifier selecti- 
vement les genes de globine. Le « reverse dot blot » utilise 
une membrane ou sont fixes plusieurs oligonucleotides 
allele-specifiques correspondent aux differentes muta- 
tions recherchees. La technique repose sur I’hybridation 
specifique d’amplicons obtenus par une PCR Multiplex a 
ces oligonucleotides allele-specifiques permettant la mise 
en evidence de mutation. Cette technique est relativement 
peu onereuse et ne necessite pas de materiel complexe 
[23;24]. Des reactifs commerciaux existent permettant 
I’utilisation de mix et d’amorces fournis par le fabricant. 
Lorsque le laboratoire dispose d’un sequenceur automa- 
tique, le sequengage complet par la technique de Sanger 
des genes de globine est relativement simple compte tenu 
de la petite taille de ces genes (< 2 kb). Le sequengage 
systematique est relativement plus couteux, necessite du 
materiel specifique mais presente I’avantage de mettre 
en evidence toutes les mutations ponctuelles. A noter 
que pour les genes a, qui sont dupliques et done tres 
homologues, le sequengage differentiel des genes al, 
a2 ou d’un gene a-hybride (a2/a1) necessite I’utilisation 
d’amorces tres specifiques. 

De fagon similaire, la recherche de grands rearrangements 
tels que les deletions a-thalassemique par exemple, peut 
etre realisee selon deux grands cadres : la recherche 
specifique de deletions (southern-blot, Gap-PCR) ou 
la recherche systematique de rearrangements (qPCR, 
MLPA, CGH-array, NGS). La Gap PCR est une technique 
largement utilisee pour diagnostiquer des rearrangements 
qui sont bien definis au prealable [25;26]. En effet, cette 
technique est basee sur (’amplification specifique du 
point de cassure. Elle necessite des controles positifs 
et negatifs. L’analyse est simple et la technique peu 
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couteuse mais elle est limitee aux seuls rearrangements 
recherches et connus. La MLPA (« multiplex ligation- 
dependent probe amplification ») est une technique semi- 
quantitative qui permet I’identification de grand rearrange- 
ment. Elle est basee sur (’utilisation d’une paire d’amorces 
tres proches (quelques nucleotides les separent) qui 
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fragment de taille connu destine a etre amplifie. Plusieurs 
paires d’amorces sont disposees sur toute I’etendue du 
cluster et vont pouvoir etre amplifies simultanement. 
^amplification n’aura lieu que si les etapes prealables 
d’hybridation et de ligation ont pu etre faites. La presence 
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3 Conclusion 

Les genes des Hbs sont les premiers genes a avoir ete 
identifies. Ce sont des petits genes mais dont I’intrication 
(a/7 et a/p) et le nombre d’anomalies decrites complexifient 
I’analyse. L’analyse phenotypique precise, incluant une 
numeration globulaire, est un prealable indispensable a 
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que le sequengage de nouvelle generation (NGS). Ces 
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I’ADN foetal circulant. 
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Resume 


La drepanocytose est une maladie monogenique de transmission autoso- 
mique recessive. Elle resulte d’une mutation ponctuelle du sixieme codon 
du gene de la bglobine qui entratne une polymerisation de I’hemoglobine 
mutee (HpS) en situation desoxygenee. L’HbS est a I’origine de I’hemolyse 
et des phenomenes vaso-occlusifs. C’est la premiere maladie genetique 
en France et dans le monde. Du fait des progres des traitements et de 
I’allongement de I’esperance de vie des malades la prevalence de cette 
maladie est en constante augmentation et elle a ete reconnue comme 
priorite de sante publique par les autorites de sante nationales et interna- 
tionales. Au cours de cette maladie chronique emaillee de complications 
aigues, le biologiste intervient a differentes etapes de la prise en charge 
du malade (etablissement du diagnostic, suivi du traitement, depistage 
de certaines complications et diagnostic prenatal). 

Complications aigues et chroniques - drepanocytose - 
hemoglobinopathie hereditaire - transfusion - hydroxyuree. 


EB Introduction 


La drepanocytose est une maladie genetique de I’hemo- 
globine se transmettant sur un mode autosomique reces- 
sif. Elle resulte d’une mutation ponctuelle du 6 e codon 
du gene p-globine (chromosome 11). Cette mutation est 
responsable de la synthese d’une hemoglobine anormale, 
I’hemoglobine S (FlbS), qui, a I’etat desoxygene, peut poly- 
meriser. Cette polymerisation des molecules d’hemoglobine 
mutees dans les globules rouges (GR) drepanocytaires est 
a I’origine d’une fragilisation et d’une perte de plasticite 
de ces hematies responsable de I’hemolyse et des phe- 
nomenes vaso-occlusifs. La mutation genetique impliquee 
dans la synthese d’hemoglobine anormale associee a la 
drepanocytose serait apparue il y a 70000 a 150000 ans 
au sein de populations d’Afrique subsaharienne, fortement 
exposees au paludisme, en conferant au porteur sain qui 
possede une seule copie du gene mute une protection 
contre les formes letales du paludisme [1 ,2]. La prevalence 
des porteurs sains du trait drepanocytaire (AS) est d’envi- 
ron 2 % a I’echelle mondiale [3] et peut atteindre jusque 
25-30 % de la population de certaines zones d’Afrique 
intertropicale [4,5]. 
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Summary 

Sickle Cell Disease in 2016 

Sickle cell disease (SCD) is a monogenic autosomal 
recessive disorder. It is the result of a single point 
mutation in the b-globin gene producing the abnor- 
mal Haemoglobin S (HbS). Deoxygenation of SS 
erythrocytes leads to polymerization of SS hemo- 
globin causing hemolysis and vaso-occlusion. It is 
the most common genetic disease in the world. In 
the last decades, the care of patients with SCD has 
undergone important advances and life expectancy 
has risen dramatically. World Health Organization 
(WHO) and United Nations have recognized SCD as a 
public health priority. Currently, SCD is a multisystem 
chronic disease with episodes of acute complications. 
Biologist is involved in diagnosis, prenatal diagno- 
sis, follow-up, monitoring of treatment, detection of 
complications. 

Acute and chronic complications - Sickle cell disease - 

Sickle cell anemia - transfusion therapy - hydroxyurea. 


II existe plusieurs formes genetiques de syndromes dre- 
panocytaires majeurs [5,6]: 

-Homozygotie SS : la plus frequente (> 70 % des syndromes 
drepanocytaires majeurs, SDM) [4] et la plus grave. 
-Heterozygoties composites: 

*Sp°: Hb S associee a une mutation p-thalassemique 
entrainant une absence de synthese d’HbA normale. 
*Sp + : Hb S associee a une mutation p-thalassemique 
permettant la persistance d’une quantite variable d’HbA. 
*SC : mutation S et mutation C, il s’agit du deuxieme SDM 
par ordre de frequence. 

* Autres formes plus rares: SE, SD Punjab, S Antilles, 
SO Arab, SC Harlem. ...[7]. 


3 Epidemiologie 
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La drepanocytose, particulierement frequente en Afrique 
subsaharienne, est presente egalement dans le pourtour 
mediterraneen (Maghreb, Italie du Sud, Grece), au Moyen 
Orient, en Inde. Sa distribution initiale etait superposee 
aux zones d’impaludation. A la suite des mouvements de 
population la drepanocytose s’est repandue en Europe, en 
Mediterranee, aux Antilles, en Amerique du Nord et du Sud. 
La drepanocytose est repartie de fagon heterogene en 
metropole mais elle est en incidence la premiere maladie 
genetique en France comme dans le monde. Elle a ete 
reconnue comme une priorite de sante publique en 2004 
en France, par I’OMS en 2006 et par I’ONU en 2008 [8]. 
On estime que 312000 enfants drepanocytaires naissent 
chaque annee dans le monde [4]. En France en 2014, 
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485 SDM ont ete depistes. L’incidence moyenne de la 
drepanocytose en metropole etait de 1/2.364 en 2010, les 
trois-quarts des malades etant concentres dans la region 
Ile-de-France [8]. 

Alors qu’avant les annees 70 tres peu d’enfants survivaient 
au dela de I’age de 1 0 ans [4], dans les pays a haut revenu 
une amelioration de la survie a ete rendue possible par 
la mise en oeuvre du depistage neonatal, la prevention et 
le traitement des complications aigues notamment des 
infections. Aux Etats-Unis, la mortalite infantile a pu etre 
diminuee d’un facteur 1 0 et plus de 95 % des enfants dans 
les pays developpes atteignent I’age adulte [8]. En France 
aussi I’esperance de vie des drepanocytaires s’est consi- 
derablement amelioree et I’age median au deces a double 
entre la periode 1979-1986 et 2003-2010 [9]. 

3 Physiopathologie 

La mutation sur le codon 6 du gene de la p-globine conduit 
au remplacement de I’acide glutamique hydrophile par 
une valine hydrophobe qui est responsable d’un change- 
ment de conformation de I’hemoglobine mutee (HbS) en 
situation de desoxygenation, par exemple a la faveur du 
passage dans la microcirculation. Un polymere se forme 
et s’allonge provoquant la deformation caracteristique des 
globules rouges en forme defaucille (falciformation) [6,10]. 
La polymerisation de I’FlbS depend de I’importance de la 
desoxygenation, de la composition de I’hemoglobine (la 
presence d’hemoglobine fcetale (HbF) diminue la polymeri- 
sation), de la temperature, de I’equilibre ionique, du pH du 
globule rouge, de la concentration en 2,3-diphosphoglyce- 
rate (2-3 DPG) et de la presence d’une a-thalassemie [5-7]. 
La formation de ces grandes fibres de polymeres entraine 
une cascade d’autres anomalies cellulaires qui participent 
du mecanisme physiopathologique: deregulation de I’ho- 
meostasie des cations, liberation de Fe 3+ responsable 
d’un microenvironnement oxydant, exposition anormale 
des phosphatidylserines a la surface des GR favorisant 
I’activation de la coagulation, les phenomenes d’adherence 
et la reconnaissance des GR par les macrophages [5,10]. 
Ces differents phenomenes sont responsables de I’anemie 
hemolytique et d’une perte de deformabilite des GR. Le 
processus initial est reversible mais devient irreversible si 
les conditions environnementales se perennisent [6]. Les 
differents evenements evoques ci-dessus s’ils rendent bien 
compte de la physiopathologie de la maladie, n’expliquent 
pas le declenchement de la crise vaso-occlusive (CVO). 
En effet, en conditions basales, le temps necessaire a la 
polymerisation de la desoxy-HbS (« delay time») est supe- 
rieur au temps de passage du GR dans la microcirculation. 
Divers mecanismes sont susceptibles de precipiter les CVO 
via un ralentissement du flux circulatoire [10]. 

- adhesion des globules rouges SS a I’endothelium (en 
particulier reticulocytes de stress ou GR jeunes sortis de 
fagon prematuree de la moelle osseuse et qui expriment 
des molecules d’adhesion), 

- intervention egalement des leucocytes et plaquettes 
activees dans le ralentissement du flux sanguin, 

- augmentation du tonus vasculaire entrainant un ralentis- 
sement du flux sanguin lie a une diminution du monoxyde 
d’azote (NO) et a une augmentation de l’endotheline-1 (ET1). 


Le deficit en NO est responsable egalement de I’activation 
des plaquettes et majore le dysfonctionnement endothelial. 
La conjonction de ces differents mecanismes est respon- 
sable de la vaso-occlusion. 

El Clinique 

4.1. Drepanocytose homozygote (SS) 

II s’agit de la forme la plus frequente des syndromes dre- 
panocytaires majeurs. 

4.1.1 Histoire naturelle [11] 

II existe une grande variability d’expression phenotypique 
de la maladie d’un patient a I’autre et durant la vie du 
patient. Ceci tient a des facteurs genetiques (concentra- 
tion d’HbF et existence d’une a-thalassemie associee) 
et a des facteurs environnementaux [5,7]. 

On peut subdiviser I’histoire naturelle en quatre periodes : 

- Periode neonatale (0-3 mois) asymptomatique etant 
donne la presence d’Hb F. 

- Petite enfance (3- 5 ans): periode ou la morbi-mor- 
talite est importante en raison du risque infectieux (en 
particulier septicemie a pneumocoque qui justifie dans 
cette tranche d’age la prophylaxie par la penicilline) 
et du risque d’anemie aigue (en raison d’episodes de 
sequestration splenique et d’erythroblastopenie). Les 
crises douloureuses a cet age consistent en des dac- 
tylites (syndromes pieds-mains correspondant a des 
tumefactions inflammatoires et douloureuses des mains 
et pieds). 

- Seconde enfance marquee par les CVO, I’apparition des 
syndromes thoraciques et le risque de survenue d’une 
vasculopathie cerebrale. 

- Age adulte dont nous allons decrire ci-dessous les 
complications aigues et chroniques. Les complications 
anemiques et infectieuses passent au second plan der- 
riere les CVO (1 re cause d’hospitalisation) [12] et les syn- 
dromes thoraciques aigus (1 re cause de mortalite chez 
I’adulte jeune). 

4.1.2. Complications aigues 

- Crises vaso-occlusives : les CVO osseuses se mani- 
festent par des douleurs osseuses tres intenses touchant 
la metaphyse et la diaphyse des os longs. C’est I’eve- 
nement aigu le plus frequent chez le patient drepanocy- 
taire [5]. Des signes inflammatoires locaux et generaux 
(fievre ne depassant generalement pas 38,5 °C) peuvent 
exister mais doivent faire rechercher une infection [5]. La 
duree de la crise est variable allant de quelques heures 
a plusieurs jours (7 jours en moyenne chez I’adulte 
hospitalise) [13]. II faut rechercher les facteurs favori- 
sant qui peuvent etre de nature tres variee: variation 
climatique, stress physique ou psychologique, apnee du 
sommeil, prise de medicaments (corticoides, vasocons- 
tricteurs) ou d’alcool, effort intense ou prolonge, infec- 
tion, deshydratation, periode des regies chez certaines 
femmes... Chez le petit enfant, il peut exister des CVO 
abdominales, chez I’adulte par contre cette manifes- 
tation est exceptionnelle et doit faire rechercher une 
autre cause a la douleur [13]. 
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- Syndrome thoracique aigu (STA) : il s’agit de la 2 e compli- 
cation aigue chez I’adulte drepanocytaire en terme de fre- 
quence [5]. II est defini par I’association d’un nouvel infiltrat 
radiologique a un ou plusieurs symptomes respiratoires: 
toux, douleur thoracique, dyspnee, expectoration (en par- 
ticular les crachats jaunes d’or), anomalie auscultatoire. 
En pratique clinique tout signe physique respiratoire est 
un syndrome thoracique jusqu’a preuve du contraire [14]. 

- Autres complications vaso-occlusives : les complications 
ischemiques secondaires a la vaso-occlusion peuvent 
toucher la plupart des organes. Elies sont nombreuses: 
priapisme, accidents vasculaires cerebraux, crises vaso- 
occlusives hepatiques, spleniques (infarctus ou seques- 
tration), renales (hematurie micro- ou macroscopique liees 
a un infarctus renal ou une necrose papillaire), vertige aigu 
ou surdite brusque [11,14]. 

- Complications infectieuses: I’infection est une compli- 
cation frequente de la drepanocytose. Classiquement, 
les infections a germes encapsules (pneumocoque, 
Haemophilus influenzae, meningocoque) et salmonelles 
mineures favorisees par I’asplenie fonctionnelle doivent 
etre evoquees. II faut redouter les infections liees aux soins 
(staphylocoques et enterobacteries) [14]. 

4.1.3. Complications chroniques 

Elies sont nombreuses, variees (atteintes neurosen- 
sorielles, renales, cardio-pulmonaire, hepatopathies, 
lithiases vesiculaires, ulceres cutanes, osteonecroses...) 
et peuvent mettre en jeu le pronostic vital et fonction- 
nel. Nous ne nous attarderons que sur les plus graves : 

- La vasculopathie cerebrale concerne principalement 
les patients SS et SpO. II s’agit d’une atteinte stenosante 
des vaisseaux de gros et moyens calibres des territoires 
anterieurs, a I’origine d’accidents ischemiques. Dans un 
second temps, se constitue un reseau de suppleance 
anastomotique fragile, a I’origine d’accidents hemorra- 
giques. Cette vasculopathie cerebrale chronique s’appelle 
Moya-Moya [5,14,15]. 

- La retinopathie: c’est une complication frequente qui 
concerne 64 % des homozygotes et 79 % des hete- 
rozygotes composites SC [14,16]. Elle debute par des 
phenomenes vaso-occlusifs en peripherie puis une neo- 
vascularisation se developpe. Un fond d’ceil annuel est 
preconise. Le traitement repose sur la photo-coagulation 
au Laser argon des zones ischemiques [14]. 

- L’ atteinte renale: le spectre des atteintes renales 
est large. II s’agit principalement d’une glomerulopa- 
thie. II peut exister egalement des tubulopathies avec 
des defauts de concentration et defauts d’acidifica- 
tion des urines. Dans I’etude d’Haymann et al d’une 
population d’adultes drepanocytaires homozygotes 
ayant 26 ans d’age median, 60 % presentaient une 
albuminurie [14,17]. Cette glomerulopathie evolue 
vers une insuffisance renale chronique. La prevalence 
de celle-ci varie de 5 a 18 % selon les etudes [18]. 
Le depistage d’une proteinurie et de la microalbuminurie 
doit done etre realise au moins une fois par an et en 
dehors de toute manifestation aigue [1 4]. Un traitement 
par inhibiteur de I’enzyme de conversion est preconise 
en cas de rapport albuminurie sur creatinurie superieur 
a 30 mg/mmol [14]. 


- L’ atteinte cardio-pulmonaire: en cas d’antecedent de 
syndromes thoraciques repetes, des plages de fibrose 
pulmonaire peuvent se developper, principalement dans 
les lobes inferieurs. Elies sont associees a un syndrome 
restrictif ou mixte [14,19]. Par ailleurs, comme dans les 
autres anemies hemolytiques, il existe des hypertensions 
arterielles pulmonaires (HTAP). Un catheterisme droit 
doit etre realise en cas de vitesse de regurgitation tri- 
cuspide superieure a 2,8 m/s a I’echographie cardiaque. 
La prevalence de I’HTAP varie de 6 a 10,5 % selon les 
etudes [19,20]. En raison de I’hyper-debit (en rapport 
avec I’anemie chronique), il existe frequemment une 
dysfonction ventriculaire gauche (dilatation puis hyper- 
trophie excentrique) [20]. II s’agit d’atteintes severes; les 
patients ayant a la fois une atteinte pulmonaire et une 
dysfonction diastolique ont un risque relatif de deces de 
12 (1C 95%: 3,8-38,1) [19]. 

4.2. Particularite des syndromes 
heterozygotes composites 

4.2.1 . Les thalasso-drepanocytaires Sp° 

lls ont globalement la meme presentation biologique et 

clinique que les homozygotes (cf tableau I) [5]. 

4.2.2 Les heterozygotes composites SC et Sb + 

lls ont une anemie et une reticulocytose moins marquees 
(10-12 g/dL versus 7-9 g/dL) que les SS (cf tableau I) [5]. 
lls ont des presentations moins « bruyantes » et sont done 
de decouverte plus tardive, presentent moins de STA mais 
la letalite est possible, en lien avec I’hyperviscosite. La 
drepanocytose SC concerne un tiers des patients atteints 
d’un SDM en France. II s’agit generalement de patients ori- 
ginaires des Caraibes et d’Afrique de I’Ouest. Les patients 
sont moins symptomatiques que les SS. Les complications 
ophtalmologiques, ORL (hypoacousie, syndrome vestibu- 
laire) et les osteonecroses sont plus frequentes que chez 
les patients SS. En revanche, les ulceres cutanes, I’HTAP, 
I’atteinte renale, la vasculopathie cerebrale sont des com- 
plications plus rares [21]La physiopathologie differe de 
celle de la drepanocytose SS. Elle est liee en premier lieu 
a I’hyperviscosite. Ainsi, la pierre angulaire du traitement 
en cas de complication aigue ou chronique consiste en 
des saignees. 


Tableau 1. Caracteristiques biologiques des syndromes 
drepanocytaires majeurs [5, 6] 


Normale 

(N) 

SS 

sc 

Sp°thal 

Sp + thal 

Hb g/dL 

12-16 

7-9 

10-12 

7-9 

9-12 

VGMfl 

80-100 

N 

N 

70-90 

70-90 

Reticulocytes x 10 3 /mm 3 

50-100 

200-600 

100-200 

200-400 

100-300 

Electrophorese de I’Hb % 






A 

97-98 

0 

0 

0 

1-25 

s 

0 

77-96 

50 (C=50) 

80-90 

55-90 

F 

<2 

2-20 

<5 

5-15 

5-15 

A2 

2-3 

2-3 

- 

4-6 

4-6 

Hemoglobine: Hb, VGM : volume globulaire moyen 
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3 Trait drepanocytaire 

Les patients porteurs du trait drepanocytaire (heterozygotes 
AS, porteurs sains AS) ne necessitent pas de suivi medical 
mais doivent beneficier d'un conseil genetique. II est a noter 
que le terme drepanocytaire heterozygote egalement utilise 
devrait etre evite afin que les personnes concernees ne 
confondent pas leur etat avec la drepanocytose. 
L’heterozygotie AS n’entraine pas d’anomalie de la numeration 
formule sanguine, du frottis sanguin et du bilan martial. Le 
diagnostic est fait sur I’etude de l’hemoglobine (1) [6,1 1]. En 
regie generate, les heterozygotes AS sont asymptomatiques. 
II peut neanmoins survenir des infarctus spleniques en cas de 
sejour en altitude et des necroses papillaires. Des publications 
rapportent la survenue exceptionnelle de rhabdomyolyses, 
morts subites en cas d’exercices physiques extremes dont la 
physiopathologie est mal comprise [5,14]. Aucun suivi n’est 
recommande; il convient avant tout de rassurer les patients. 
Neanmoins, il est imperatif de leur expliquer le risque gene- 
tique lie au fait d’etre porteur d’un gene (3S et d’insister sur 
la necessity de faire depister le conjoint en cas de projet de 
procreation. Enfin, quelques conseils doivent etre prodigues: 
eviter les sejours au dela de 3000 metres d’altitude et la 
plongee en apnee, interrompre tout effort violent et prolonge 
en cas de malaise ou de douleurs [5,14]. 


des evenements aigus [5]. La thrombocytose est liee a la 
regeneration medullaire et a I’asplenie [1 1]. Chez les SC, 
il peut exister une thrombopenie (que Ton rapporte a la 
splenomegalie presente chez un tiers des patients SC) [14]. 

3 Traitement 

Le respect des regies hygieno-dietetiques et la prevention 
des complications ont une grande importance dans le suivi 
des patients drepanocytaires. 

7.1. Traitement de la crise vaso-occlusive 
et du syndrome thoracique 

Le traitement repose en premier lieu sur le controle de la 
douleur. Le patient recevra de la morphine intraveineuse, en 
titration puis en analgesie autocontrolee. II est egalement 
necessaire que le patient beneficie d’une bonne hydratation 
avec alcalinisation (eau de Vichy), d’une oxygenotherapie, 
d’une kinesitherapie respiratoire incitative en prevention du 
STA. La supplementation en acide folique doit etre poursuivie. 
L’anxiete doit etre prise en compte (prescription d’hydroxyzine, 
en effet les benzodiazepines sont a eviter car elles augmen- 
tent I’effet depresseur respiratoire de la morphine). En cas 
de STA febrile, une antibiotherapie est debutee; en cas de 
STA avec critere de gravite une transfusion est realisee [14]. 


3 Manifestations biologiques 

L’anemie est tres frequente, variable, rarement absente. 
En cas de CVO, il existe generalement une diminution de 
la concentration d’hemoglobine habituelle (ne depassant 
pas 1 -2 g/dL par rapport au chiffre habituel du patient), une 
augmentation de I’activite de la LDH (si elle est superieure 
a 4N ou > 1 000 Ul/L, c’est un marqueur de gravite) et des 
marqueurs d’hemolyse (augmentation de la bilirubine libre, 
de I’ASAT, des reticulocytes, apparition de I’hemoglobine 
libre dans le plasma). La concentration en haptoglobine 
est quasi nulle chez le patient drepanocytaire homozygote 
en crise comme en phase stationnaire [1 1 ,22]. II peut exis- 
ter une hyperleucocytose a polynucleaires neutrophiles 
(pouvant depasser 15000/mm 3 ), une augmentation de la 
CRP, de la PCT (en dehors de toute infection) ainsi qu’une 
augmentation d’autres marqueurs inflammatoires [5,13]. 
La CPK peut etre moderement augmentee [1 1]. II existe 
une tendance a I’hyponatremie en crise et c’est un facteur 
pronostic devolution defavorable de la CVO [23]. 

Dans les crises prolongees, on peut observer une majoration 
transitoire de la thrombocytose (qui peut etre superieure 
a 1 .10 6 /mm 3 ) [12]. 

De nombreuses modifications de I’hemostase sont pre- 
sentes (diminution des proteines S et C inhibitrices de la 
coagulation, augmentation du facteur von Willebrand) qui 
aboutissent a un etat d’hypercoagulabilite biologique [6,1 1]. 
Les D dimeres sont constamment eleves et par consequent 
n’ont pas de valeur predictive d’une thrombose chez les 
malades drepanocytaires. 

La polynucleose neutrophile (entre 15000 et 20000/mm 3 ) 
et la tendance a la thrombocytose existent en dehors 


1 . cf article 2, Nathalie Mario. 


7.2. L’hydroxyuree (HU) 
ou hydroxycarbamide 

C’est, avec les programmes transfusionnels, le seul traite- 
ment de fond, valide, de la drepanocytose. L’HU a fait la 
preuve de son efficacite en reduisant le nombre des CVO, 
des STA, des transfusions et ainsi la mortalite [24,25]. Si on 
ne dispose pas encore de preuves formelles de I’efficacite de 
I’HU sur les complications chroniques de la drepanocytose, 
des etudes de cohortes semblent tout de meme suggerer 
un benefice sur les complications renales, cardiaques... 
Son mode d’action n’est pas totalement connu, mais ses 
effets benefiques sont multiples: augmentation de I’HbF qui 
diminue la polymerisation de I’HbS, diminution du nombre 
des leucocytes circulants et des reticulocytes, diminution des 
molecules d’adhesion, meilleure deformabilite des globules 
rouges grace a une augmentation du volume de ceux-ci, 
augmentation de la vasodilatation grace a I’induction du NO. 
Toutes ces proprietes aboutissent a une diminution de la vaso- 
occlusion [26]. Les principales indications sont la survenue 
de plus de 3 hospitalisations pour CVO en I’espace d’un an 
ou la survenue d’un STA grave ou la recidive de STA. Les 
indications tendent a s’etendre: crises ambulatoires repetees, 
anemie chronique profonde, certaines complications chro- 
niques... Le traitement est bien tolere. Les principaux effets 
indesirables sont la survenue de cytopenies, d’une hyper- 
pigmentation des phaneres, d’une diminution de la sperma- 
togenese (reversible a I’arret du traitement). La conservation 
du sperme doit etre proposee avant de debuter le traitement. 
II n’a pour le moment pas ete observe d’augmentation de 
I’incidence des pathologies malignes apres 30 ans de recul. 
Par mesure de precaution, le traitement doit etre suspendu 
pendant la grossesse et I’allaitement [1 4,26-28]. Par ailleurs, il 
faut savoir que sous HU, le VGM et laTCMH vont augmenter 
de 30 %, I’Hb F va s’elever [1 1 ,14]. 
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7.3. Transfusion 

et echanges transfusionnels 

L’objectif de la transfusion est de diminuer la proportion 

de GR drepanocytaires par un apport de GR de donneurs. 

Les transfusions sont realisees selon plusieurs modalites: 

- transfusion ponctuelle en cas d’aggravation de I’anemie 
si elle est mal toleree et/ou non regenerative, par exemple 
lors d’une erythroblastopenie a parvovirus B19, d’une 
complication aigue grave (accident vasculaire cerebral, STA 
severe, defaillance multi-viscerale...) et en prevention de 
la survenue d’evenements vaso-occlusifs dans certaines 
chirurgies «lourdes» (transplantation, neurochirurgie, inter- 
vention avec garrot...) [14,27]. 

- programme transfusionnel : le patient beneficie alors 
de transfusions toutes les 3 a 6 semaines. L’indication 
consensuelle en France et aux Etats-Unis est la vascu- 
lopathie cerebrale. L’objectif est alors de maintenir I’HbS 
en dessous de 30 % [14,27]. 

- afin d’eviter les complications de I’hyperviscosite 
(CVO, thromboses veineuses, troubles neurosensoriels), 
I’hematocrite post-transfusionnel doit rester inferieur a 
33 %. Les patients beneficieront done soit de trans- 
fusions « simples » en cas de concentration initiale en 
hemoglobine inferieure a 7-8 g/dL, soit de «saignee 
transfusion » (ou echange transfusionnel ou exsangui- 
no-transfusion) en cas de concentration superieure. Cet 
echange transfusionnel peut etre manuel ou automatise 
(erythrapherese) [14]. 

Actuellement, les 2 complications majeures de la trans- 
fusion sont: 

- I’hemolyse post-transfusionnelle retardee: il s’agit d’un 
accident grave pouvant menacer le pronostic vital. La 
physiopathologie est complexe et incompletement eluci- 
dee. Elle est due le plus souvent a une allo-immunisation 
anti-erythrocytaire consequence du polymorphisme entre 
les groupes sanguins des donneurs d’origine caucasienne 
et receveurs d’origine afro-antillaise. Elle survient 5 a 28 
jours apres une transfusion et peut se manifester par 
I’apparition d’une CVO, d’un mauvais rendement trans- 
fusionnel (un culot doit augmenter de 6 a 12 % I’HbA 
et diminuer dans les memes proportions I’HbS) avec 
aggravation de I’anemie et disparition anormalement 
rapide de I’HbA apportee par les culots globulaires. Une 
reticulopenie peut etre observee. En cas de suspicion 
d’accident d’hemolyse post-transfusionnelle retardee, 
il faudra faire une recherche d’agglutinines irregulieres 
(RAI) et d’anticorps anti-HLA, un test de Coombs direct, 
un test d’elution erythrocytaire. 

La prevention repose sur la limitation des indications de 
transfusion, la recherche d’antecedent d’hemolyse post- 
transfusionnelle et d’anteriorite de RAI positives chez 
tout patient drepanocytaire. Les patients drepanocytaires 
doivent etre transfuses avec des concentres erythrocytaires 
phenotypes Rhesus Kell et comptabilises [14,27]. 

- I’hemochromatose post-transfusionnelle: la surcharge 
survient a partir de 20 culots. Un traitement chelateur doit 
alors etre envisage. Un dosage regulier de la ferritine et du 
coefficient de saturation doit etre realise a distance des CVO 
et des transfusions. Cependant la ferritinemie n’etant pas 
toujours bien correlee a la surcharge ferrique histologique, 
une IRM hepatique avec sequence T2* est a realiser chez 


les patients polytransfuses. Les saignees, quand elles sont 
possibles, permettent de limiter la surcharge en fer [7,14,27]. 

7.4. Allogreffe de moelle 
et therapie genique 

II s’agit des seuls traitements curatifs de cette maladie. 

7.4.1 . L’allogreffe de moelle 

Les indications consensuelles se limitent actuellement 
aux enfants et a quelques patients adultes presentant une 
forme grave (vasculopathie cerebrale, echec d’un traite- 
ment par hydoxyuree bien conduit) et ayant un donneur 
HLA compatible [7,29]. En effet, ce traitement a une mor- 
bi-mortalite non negligeable (3 a 10 % de mortality selon 
les etudes) mais en diminution. La recherche de modalites 
moins agressives de greffe progresse. Les indications ne 
sont pas encore tres claires [29,30]. 

7.4.2. La therapie genique: une releve de la 
recherche 

Des essais ont debute chez I’homme en France et aux 
Etats-Unis. Le gene p-globine therapeutique est transfecte 
dans les cellules souches hematopoietiques du patient 
grace a un lentivirus et lui sont reinjectees apres correc- 
tion (autogreffe) [29]. 

7.5 Autres traitements a r etude 
La progression de la comprehension de la physiopatholo- 
gie de la drepanocytose permet d’envisager de nouvelles 
cibles therapeutiques. De nombreuses molecules sont a 
I’etude chez I’homme et chez I’animal [29]: des agents 
diminuant la polymerisation de I’HbS en augmentant I’HbF 
(decitabine, pomalidomide) ou en augmentant I’affinite de 
I’hemoglobine pour Poxygene, diminuant I’adhesion des dre- 
panocytes a I’endothelium via le blocage des P-selectines, 
des E-selectines ou du VLA-4 (natalizumab), via la diminu- 
tion de VCAM-1 (montelukast), de Lu/BCAM (propanolol) 
diminuant I’activation plaquettaire (Prasugrel, Apixaban), 
I’inflammation ou le stress oxydant sont a I’etude. 

E3 Conclusion 

Cette maladie revet un interet particular pour les differents 
acteurs de sante et tout particulierement pour le biologiste 
en raison de sa frequence. En effet, si elle reste encore une 
maladie rare, il s’agit de la 1 re maladie genetique dans le 
monde. Par ailleurs du fait de I’amelioration des soins et des 
flux migratoires, le nombre des malades est en constante 
augmentation dans notre pays. Enfin, si elle a beneficie ces 
dernieres decennies de grand progres dans sa gestion (meil- 
leure prevention des complications aigues, et infectieuses et 
avenement d’un traitement de fond efficace et bien tolere, 
I’hydroxyuree) elle reste une maladie grave par ses compli- 
cations aigues et chroniques de survenue imprevisible et qui 
peuvent menacer le pronostic vital. Le biologiste peut etre 
sollicite a toutes les etapes de cette maladie: diagnostic, 
depistage neonatal, suivi du traitement. 

Conflits d’interets: les auteurs declarent ne pas avoir de liens 
d’interets avec le contenu de cet article. 
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Resume 


Les thalassemies sont des hemoglobinopathies de transmission autoso- 
mique recessive caracterisees par des anemies microcytaires et hypo- 
chromes de severite variable. Les thalassemies sont dites intermediates ou 
majeures avec entre ces deux formes un continuum de severite dependant 
de differents facteurs d’origine genetique. 

Cette revue decrit la situation de la thalassemie en France en 201 6, la prise 
en charge, le diagnostic et les mesures specifiques qui ont ete mises en 
place dans le cadre des plans nationaux Maladies Rares. Des donnees 
cliniques et biologiques concernant les patients thalassemiques en France 
sont collectees dans un registre national, ce qui permet une harmonisa- 
tion et une optimisation du suivi Clinique. L’amelioration des modalites du 
traitement conventionnel ainsi que la perspective de nouveaux traitements 
comme la therapie genique actuellement a I’essai, contribuent de fagon 
sensible a l‘amelioration globale de la prise en charge de cette pathologie 
rare en France. 

Alpha-thalassemies - beta-thalassemies - hemoglobine. 


El Introduction 


Les thalassemies sont des maladies genetiques rares dont 
la frequence varie beaucoup en Europe. Tres presentes 
en Italie et en Grece, elles sont tres rares en Europe du 
Nord et en France en particulier, ou I’incidence est de 1 sur 
100000 naissances. Grace aux plans nationaux maladies 
rares et a la mise en place de centres de reference et de 
registres, les connaissances sur la repartition des patients 
thalassemiques sur le territoire frangais, leurs modalites de 
prise en charge et leur etat de sante ont considerablement 
progresse ces dernieres annees. Nous presentons ici une 
mise au point sur ces pathologies en France, en 2016. 
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Summary 

Thalassemia in 2016 

Thalassemia are hemoglobinopathies with recessive 
autosomal inheritance characterized by microcytic and 
hypochromic anemia of variable severity. Thalassemia 
are classified into intermediate or major forms accor- 
ding to anemia severity with a continuum of severity 
between the types depending on different genetics 
factors. This review describes the Thalassemia in 
France on 2016, the clinical follow up, diagnostic 
and specific measures settled in the context of the 
national plans for rare diseases. Clinical and biologi- 
cal data concerning Thalassemia patients in France 
are collected in a national register which allows a 
harmonization and an optimization of clinical moni- 
toring. The improvement of conventional treatments 
and the perspective of innovative therapies such as 
gene therapy contribute to the global improvement in 
the monitoring of this rare disease in France. 

alpha-thalassemias - beta-thalassemias - hemoglobin. 
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3 Thalassemie majeure 
et thalassemie intermediaire 

Les thalassemies resultent d’une diminution de la production 
d’une des 2 chaines proteiques constituant I’hemoglobine. 
Dans les conditions physiologiques, ces deux chaines, 
I’alpha (a) et la beta (p)-globine, sont synthetisees en pro- 
portions egales ; elles fixent chacune une molecule d’heme 
et s’associent entre elles pour former un tetramere a2p2. 
Si I’une des deux chaines fait defaut, il apparait d’une part 
une anemie plus ou moins profonde et d’autre part des 
anomalies de toute la lignee erythroide designees par le 
terme de dyserythropoiese. L’anemie est liee directement 
au deficit quantitatif d’une des 2 chaines de globine qui 
limite ou empeche la formation du tetramere alors que la 
dyserythropoiese est provoquee par la chaine non defi- 
citaire. Cette derniere, privee de son partenaire, precipite 
dans I’erythroblaste et dans le globule rouge et entraine leur 
destruction [1]. On parle d’alpha-thalassemie si la chaine 
a-globine est deficitaire et de beta-thalassemie si c’est 
la chaine p-globine. La severite du tableau clinique varie 
en fonction de I’importance du deficit: un deficit total par 
absence de I’une des chaines entraine une anemie letale 
et constitue la forme la plus severe appelee Thalassemie 
Majeure. Un deficit partiel produit une anemie moderee qui 
peut etre relativement bien toleree et represente une forme 
attenuee de la maladie appelee Thalassemie Intermediaire. 
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2.1. Aspects cliniques 

Les thalassemies majeures 

Le tableau Clinique typique de la beta-thalassemie avec 
splenomegalie importante et deformations osseuses (mala- 
die de Cooley) n’est plus observe de nos jours du fait de 
la prise en charge precoce par des transfusions regulieres. 
Le diagnostic Clinique se fait le plus souvent entre 6 et 
24 mois devant une anemie severe, associee a une hepato- 
splenomegalie et un ictere. En I’absence de transfusion, 
I’esperance de vie est inferieure a 20 ans. 

En France et dans les pays occidentaux, les enfants benef icient 
d’un programme transfusionnel systematique, regulier, debute 
entre 1 et 4 ans le plus souvent et poursuivi tout au long de 
la vie, ce qui permet une croissance normale. Neanmoins, 
I’instauration d’un traitement chelateur du fer apres quelques 
mois ou annees de transfusions s’avere indispensable pour 
eviter une hemochromatose secondaire majeure. Le tableau 
d’alpha-thalassemie majeure est identique si ce n’est que 
I’anemie debute en periode neo-natale car la chaine a-globine 
entre dans la composition de I’hemoglobine fcetale. Le deces 
survient en general in utero ou en periode neonatale dans 
un tableau d’hydrops foetalis. Dans quelques rares cas ou le 
diagnostic est realise precocement, les enfants sont trans- 
fuses in utero puis des leur naissance et ont alors un deve- 
loppement comparable aux beta-thalassemiques majeurs. 
On decrit toutefois chez ces patients une frequence elevee 
de sequelles neurologiques irreversibles de I’anemie fcetale. 

Les formes intermediaires 

A cote des formes majeures qui sont des formes transfu- 
so-dependantes, on decrit les formes intermediaires de 
thalassemie dont la severite peut etre tres variable mais qui 
ne sont pas dependantes des transfusions ou seulement 
pendant certaines periodes de la vie. II faut cependant noter 
que certains patients beta-thalassemiques intermediaires 
pendant leur enfance et leur adolescence peuvent evoluer 
vers une transfuso-dependance totale avec I’age. Dans ces 
formes attenuees, I’anemie sera plus ou moins bien toleree. 
La surcharge en fer est egalement une complication meme 
en I’absence de transfusion, puisque I’anemie chronique 
entraTne une augmentation de I’absorption intestinale du fer. 

2.2. Profils biologiques: 

Dans ce chapitre sont passes en revue les differents profils 
biologiques que Ton peut rencontrer ainsi que les techniques 
biochimiques utilisees pour I’etude de I’hemoglobine et les 
explorations moleculaires a indiquer. 

Le bilan standard de I’hemoglobine (Hb) est base sur la 
mise en oeuvre d’une technique separative permettant la 
separation des differentes fractions de I’Hb et une quan- 
tification fiable des fractions d’hemoglobine A 2 (HbA 2 ) et 
d’hemoglobine fcetale (HbF) [2]. La technique mise en 
oeuvre est soit une chromatographie en phase liquide a 
haute performance (CLHP) par echange de cations soit 
une electrophorese capillaire [3] [4]. 

^interpretation des resultats de I’etude de I’hemoglobine 
doit etre accompagnee idealement des examens et des 
informations suivantes: 

• Les resultats de la numeration sanguine (avec indices 
erythrocytaires): 

- nombre de globules rouges (GR); 


- taux d’hemoglobine (Hb); 

- volume globulaire moyen (VGM); 

- teneur corpusculaire moyenne en hemoglobine (TCMH) ; 

- indice de repartition des globules rouges (RDW). 

• Le bilan martial ou au moins la ferritinemie associee 
a la CRP pour ecarter toute inflammation affectant la 
ferritinemie; 

L’information concernant d’eventuelles transfusions 
recentes (< 3 mois, duree correspondant a la demi-vie du 
globule rouge), d’un traitement par un inducteur de I’HbF 
(erythropoietine ou hydroxy-uree) ou d’une greffe de cel- 
lules souches hematopoTetiques. 

Nous presentons ci-apres les principaux profils chroma- 
tographiques evocateurs de thalassemie pouvant etre 
rencontres en laboratoire d’analyse. Les illustrations repre- 
sented des chromatogrammes obtenus principalement en 
CLHP et en electrophorese capillaire. 

2.2.1. Profil d’un patient thalassemique majeur 
Une thalassemie majeure doit etre evoquee en I’absence 
d’hemoglobine A. Elle est associee a une anemie severe 
microcytaire et hypochrome. 

En cas d’alpha-thalassemie, il n’y aura ni HbA, ni HbF, 
ni HbA2 puisque la chaine alpha-globine entre dans la 
composition de ces 3 hemoglobines. Le diagnostic sera 
done fait en periode fcetale ou perinatale. 

En cas de beta-thalassemie, on aura une absence ou 
une forte reduction de la fraction d’HbA et la presence 
d’HbF (> 80 %) et d’HbA2 a un taux anormalement eleve 
a I'age adulte (figure 1). 


Figure 1 - Profil chromatographique d’un patient 
beta-thalassemique majeur. 
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Profil obtenu chez un enfant (le diagnostic etant generalement realise entre 
6 et 24 mois). L’absence d’HbA due a I’absence de synthese de chaines p 
signe la presence d’une beta-thalassemie majeure. 


68 //Revue Francophone des Laboratoires - Avril 2016 - n°481 



LES MALADIES DE L'HEMOGLOBINE 


Figure 2 - Profils chromatographique et electrophoretique d’une HbH. 



Nom o/o Normales % 


Hb H 28,7 

Hb Bart s 0,4 

Hb A 70,3 

Hb A2 0,6 



Q 


Electrophorese capillaire (Capillarys 2, SEBIA™) 


□ 


CLHP (Variant II, Biorad™) 


L’HbH (fleches rouges) signe la presence d’une alpha-thalassemie et apparart quelques mois apres la naissance. 

A. Profil electrophoretique d’un patient presentant a la fois un pic d’HbH (fleche rouge) et un discret pic d’hemoglobine Bart’s residuelle (fleche bleue) 
associe a de I’HbA (fleche verte). 

B. Profil chromatographique d’un patient presentant une hemoglobinose H. L’HbH remplace progressivement I’hemoglobine Bart’s qui se situe 
dans la meme fenetre de migration (au debut du chromatogramme). 

A noter: un prelevement hemolyse peut presenter un pic au niveau de I’HbH. 


2.2.2. Profil d’un patient thalassemique intermediaire 

L’alpha-thalassemie ou hemoglobinose H 

Les chaines p libres en exces s’associent pour former de 
I’hemoglobine H (p4) detectable par les techniques biochi- 
miques et representant une fraction de 4 a 8 %. On parle 
d’alpha-thalassemie ou d’hemoglobinose H (figure 2). Ces 
formes d’alpha-thalassemies intermediates peuvent etre 
diagnostiquees des la naissance mais egalement fortuite- 
ment pendant I’enfance ou a I’age adulte. II est important 
de pouvoir diagnostiquer ces formes notamment pour le 
conseil genetique. A la naissance, on peut retrouver de 
I’hemoglobine Bart’s (figure 3) formee de 4 chaines fcetales 
( 74 ). La transition se fait rapidement apres la naissance 
avec I’apparition de Phemoglobine H ((34) et la disparition 
de I’ Hb Bart’s. 

La beta-thalassemie intermediaire : 

La fraction d’HbF est ici importante, voire majoritaire avec 
presence d’HbA et d’un taux anormalement eleve d’HbA2 
entre 4 et 7 %. La numeration sanguine montre une pseudo- 
polyglobulie associee a une anemie de severite variable, 
microcytaire et hypochrome. 

2.2.3. Profil d’un trait thalassemique (porteur sain) 
et indices erythrocytaires 

Le profil de porteur sain ou trait thalassemique, que ce soit 
alpha ou beta, est toujours accompagne d’une pseudo- 
polyglobulie, d’une microcytose et d’une hypochromie, tres 
marquees dans le cas d’un trait beta-thalassemique et beau- 
coup plus moderees dans le cas d’une alpha-thalassemie. 


Figure 3 - Profil chromatographique 
d’une hemoglobine Bart’s ( 74 ). 



C’est pourquoi les donnees hematimetriques et le bilan 
martial doivent etre disponibles pour I’interpretation des 
resultats de I’etude de I’Hb. 

Le trait beta-thalassemique est caracterise par une aug- 
mentation de la fraction d’HbA2 qui sera superieure a 3,2 % 
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Figure 4 - Profil chromatographique 
de p-thalassemie heterozygote. 
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CLHP (Variant II, Biorad™) 


Presence d’un taux d’HbA2 eleve (cadre et fleche rouge) entre 3,5 et 7 %. 

(sans depasser 7 %) (figure 4 pour un profil typique et 
figure 5 pour un profil de beta-thalassemie dite silencieuse). 
Le trait alpha-thalassemique est quant a lui, associe a 
un profil normal de I’Hb sauf en periode neo-natale ou 
des traces d’Hb Barts peuvent etre observees avant de 
disparaitre tres rapidement. On evoque done un profil de 


trait alpha-thalassemique en cas de pseudopolyglobulie, 
microcytose et hypochromie associe a un bilan martial 
normal et un profil de I’Hb normal. 

Le tableau I resume les caracteristiques des principales 
formes de thalassemies. 

2.2.4. Le porteur sain est-il tout a fait sain? 

II est generalement admis que le porteur sain (trait tha- 
lassemique) est asymptomatique. En effet, la presence de 
I’allele thalassemique est compensee par I’allele sain et 
il n’y a pas de signes cliniques associes. Neanmoins, il a 
ete montre que la valeur moyenne de I’Hb totale est plus 
faible dans une population de porteur sain de thalassemie 
que dans une population temoin [5]. Par consequent, dans 
certaines conditions physiologiques telle que la grossesse 
ou pathologiques comme I’insuffisance renale, les sujets 
porteurs d’un trait thalassemique seront plus exposes 
a developper une anemie. Par ailleurs, il est decrit un 
nombre accru de complications thrombotiques chez les 
personnes porteuses de trait beta-thalassemique et pre- 
sentant d’autres facteurs de risque comme des variants 
du Facteur V Leiden [6]. 

L’enjeu principal du diagnostic de ces formes heterozygotes 
est d’evaluer le risque de transmission de formes severes 
ou intermediates aux generations suivantes afin de delivrer 
un conseil genetique approprie. 

2.2.5. Limite de la detection par examen biochimique 

L’approche biochimique du trait alpha-thalassemique 
reste avant tout un diagnostic d’exclusion qui presente 
certaines limites. Ceci est d’autant plus vrai que tous les 
examens complementaires ne sont pas forcement dispo- 
nibles (bilan martial en particulier) d’ou I’importance de 
sensibiliser les cliniciens quant a la necessity d’obtenir 
toutes les informations indispensables a (’interpretation 


Figure 5 - Profils chromatographique et electrophoretique de beta-thalassemie heterozygote silencieuse. 
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Le taux d’HbA2 est discretement augmente (3,6 % cadre et fleches rouges) sur deux techniques differentes. 

A gauche (A) par une electrophorese capillaire (Capillarys 2, SEBIA™), a droite (B) par une CLHP Variant II, BIORAD™). Ceci correspond a une beta- 
thalassemie heterozygote, dite silencieuse car due probablement a une mutation du promoteur ou d’un site d’epissage du gene HBB. 
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Tableau I - Resume des caracteristiques hematologiques et electrophoretiques des patients thalassemiques. 


Diagnostic 

(Genotype) 

Donnees hematologiques 

Profil electrophoretique et/ou chromatographique 

Alpha-thalassemie : 
porteur silencieux 

( aa / - a ) 

Bilan hematologique normal ou association d ’une 
discrete microcytose (VGM <80 fl)et/ou d’une 
discrete hypochromie (TCMH < 27pg) 

Normal chez I’adulte: 

Taux Hb A2 < 3.2% 

Taux Hb F < 1% 

A la naissance presence possible d’Hb Bart’s (« 1 a 4%) 

Trait alpha- 
thalassemique 

(-a / - a OU eta / - -) 

- Discrete pseudo-polyglobulie (parfois absente) 

- Microcytose 

- Hypochromie 

Normal chez I’adulte: 

Taux Hb A2 < 3.2% 

Taux Hb F < 1% 

A la naissance presence possible d’Hb Bart’s (« 10%) 

Alpha-thalassemie 

intermediate 

(a-/--) 

-Anemie regenerative d’intensite variable 

-Microcytose 

-Hypochromie 

Presence a la naissance d’Hb Bart’s (= 20% a 40%) 
Puis apparition precoce d’Hb H (== 5 a 30%) 

Alpha-thalassemie 

majeure 

Anemie severe microcytaire et hypochrome 

en periode fcetale 

Presence Hb Bart’s (100%) 
Absence d’Hb A 
Absence d’Hb F 

Trait beta-thalassemique 

(fVp° ou p/p + ) 

- Pseudo-polyglobulie tranche (sauf pour les formes 
attenuees) 

- Microcytose 

- Hypochromie 

Taux Hb A2 > 3.2% 

Taux Hb F normal a legerement augmente 

Beta-thalassemie 

intermediate 

OV) 

- Pseudo-polyglobulie 

-Anemie regenerative d’intensite variable 

-Microcytose 

-Hypochromie 

Faibletaux d’Hb A 
Taux (relatif) eleve d’Hb F 

Taux d’Hb A2 > 3.2% 

Beta-thalassemie 

majeure 

<p°/p°) 

Anemie severe microcytaire et hypochrome 
associee a une erythroblastose importante 

Absence d’HbA 

Taux (relatif) eleve d’Hb F 

Taux d’Hb A2 > 3.2% 


du resultat par le biologiste. 

Le probleme des limites du diagnostic biochimique ne 
concerne pas les formes severes qui sont relativement 
aisees a mettre en evidence. Le veritable enjeu pour le 
biologiste se situe surtout dans la capacite a reperer les 
porteurs sains afin d’evaluer les risques de transmission 
de formes severes. Dans les cas ou le profil biochimique 
ne permet pas de conclure avec certitude, on indiquera 
une recherche de mutation des genes de globine en bio- 
logie moleculaire. Si deux membres d’un meme couple 
sont porteurs de trait thalassemiques, le couple doit etre 
oriente vers un centre de reference 
pour les maladies de I’hemoglobine 
ou vers un service de genetique pour 
une exploration moleculaire, que ce 
soit dans un cadre pre-conceptionnel 
ou prenatal, afin de beneficier d’un 
conseil genetique adapte. 

2J Bases genetiques, 
modulateurs 
genetiques de severite 

3.1. Bases genetiques 
des thalassemies 
Les thalassemies sont dues a un defaut 
moleculaire qui touche soit le locus 
a-globine dans le cas des alpha-tha- 
lassemies soit le locus p-globine dans 
le cas des beta-thalassemies. Ces deux 
locus alpha et beta subissent au cours 
du developpement respectivement une 
et deux commutations geniques ou 


« switch » genique qui aboutissent a I’expression sequen- 
tielle de genes localises de 5’ en 3’, tour a tour exprimes 
puis reprimes [7] (figure 6). 

Le locus alpha-globine est situe sur le chromosome 16. 
On parle de cluster de genes car ce locus est compose 
de 3 genes homologues, le gene zeta exprime pendant la 
vie embryonnaire et les genes alpha 1 (HBA1) et alpha 2 
(HBA2) exprimes a partir de la vie fcetale. Un point important 
a souligner est la presence de deux genes alpha (HBA1 et 
HBA2) par chromosome et done la presence de 4 genes 
alpha fonctionnels chez chaque individu. 


Figure 6 - Les differents genes de globines 
et les differentes hemoglobines synthetisees. 
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Le locus p-globine est situe sur le chromosome 11. On 
parle egalement de cluster de genes car ce locus est com- 
pose de 4 genes : le gene epsilon exprime pendant la vie 
embryonnaire puis les genes G7 et A7 exprimes pendant 
la vie fcetale et enfin les genes 8 et p exprimes pendant 
la vie adulte. 

Les mutations responsables des thalassemies sont, pour 
la plupart, connues et rapportees dans une base de don- 
nees nommee HbVar, accessible en ligne (http://globin. 

cse.psu.edu/). 

3.2. Les alpha-thalassemies 

3.2.1. Les anomalies moleculaires 

Les alpha-thalassemies sont dues dans la majorite des cas 
a des deletions. On peut distinguer deux types de deletions : 
les deletions de type 1 qui entrainent la perte des 2 genes 
HBA1 et HBA2 sur le meme chromosome et sont done 
responsables d’un trait aO-thalassemique; 
les deletions de type 2 qui entrainent la perte de la region 
intergenique entre HBA1 et HBA2 et une partie de ces 
deux genes aboutissant soit a un gene de fusion, comme 
la deletion a-3.7kb, soit a la deletion d’un des deux genes 
comme la deletion a-4.2kb [8]. 

Ces anomalies moleculaires sont dues a la presence de 
grandes regions d’homologie encadrant les genes HBA1 
et HBA2 favorisant de ce fait des mesappariements. Cer- 
taines de ces deletions sont tres frequentes et suivent 
une repartition geographique particuliere, les deux types 
de deletions se retrouvent chez les populations d’Asie du 
Sud-Est et I’lnde et egalement, pour le type 2, en Afrique 
et autour du bassin mediterranean. Certaines deletions 
peuvent etre tres rares et parfois dites « privees», restreintes 
a une famille. A cote de ces deletions, il existe aussi des 
mutations ponctuelles dans les genes alpha-globine. Elies 
sont plus frequentes dans le gene HBA2 et peuvent toucher 
les sites donneurs et accepteurs d’epissage, le signal de 
polyadenylation ou le codon stop. 

3.2.2. Correlation genotype-phenotype 

Le phenotype des alpha-thalassemies est de severite 
proportionnelle au nombre de genes alteres. Ainsi nous 
pouvons distinguer 4 cas: 

- 1 gene altere (3 genes fonctionnels) : pas de modification 
du phenotype ni clinique ni biologique. 

- 2 genes alteres: indices erythrocytaires perturbes avec 
polyglobulie, microcytose et hypochromie. On parle alors 
de trait alpha-thalassemique (ou de thalassemie mineure). 

- 3 genes alteres ou Hemoglobinose H (definie par (’asso- 
ciation de 4 chaTnes (3 de globine) alpha-thalassemie 
symptomatique avec presence d’une anemie en general 
bien toleree entre 80 et 100 g/l. L’Hb H est une hemoglo- 
bine instable qui precipite dans I’hematie sous la forme 
de corps de Heinz visibles sur le frottis sanguin. 

- 4 genes alteres : absence totale de synthese des chaTnes a 
de globine, anemie fcetale severe entraTnant la mort 
in utero ou en periode perinatale dans un tableau cli- 
nique d’anasarque fceto-placentaire. Dans ce contexte, 
la transfusion est la seule alternative therapeutique. 
On parle alors d’alpha-thalassemie majeure. 


3.3. Les beta-thalassemies 

3.3.1. Les anomalies moleculaires 

Les beta-thalassemies sont dues dans la grande majo- 
rite des cas a des mutations ponctuelles. Ces mutations 
peuvent etre responsables de: 

- (3°-thalassemie aboutissant a I’absence totale depres- 
sion des chaTnes p-globine 

- (3 + -thalassemie responsable d’une diminution de (’expres- 
sion des chaTnes p-globine 

3.3.2. Correlation genotype-phenotype 

II faut distinguer ici les heterozygotes des homozygotes 
ou heterozygotes composites pour des mutations du 
gene HBB. 

- Les patients porteurs d’une mutation heterozygote dans 
le gene HBB sont des porteurs asymptomatiques qui 
presentent des indices erythrocytaires modifies avec la 
presence d’une pseudo-polyglobulie, d’une microcytose 
et d’une hypochromie et a l>etude de I’hemoglobine, une 
fraction d’HbA2 >3,2 %. 

- Les patients porteurs d’une mutation homozygote ou de 2 
mutations (heterozygote composite) presentent une beta- 
thalassemie de severite variable en fonction de la nature 
des mutations, pouvant aller d’une forme intermediate a 
une forme majeure. II existe un continuum de severite entre 
le porteur sain et le patient beta-thalassemique majeur en 
fonction d’une part, de la nature des mutations dans le 
gene HBB et d’autre part, d’un certain nombre de facteurs 
modificateurs que nous detaillerons dans le chapitre suivant. 

3.3.3. Les techniques de biologie moleculaire 

II existe differentes techniques de biologie moleculaire pour 
mettre en evidence ces anomalies moleculaires. 

• Le sequengage direct par Sanger permet de mettre en 
evidence toutes les mutations ponctuelles. 

La technique de reverse dot-blot (kits commerciaux) per- 
met le diagnostic des thalassemies sur des bandelettes 
presentant des sondes portant les anomalies moleculaires 
les plus frequentes pour: 

- les alpha-thalassemies 

- les beta-thalassemies, 

- et plus recemment pour les facteurs dits « modulateurs 
de severite du phenotype ». 

EJ Les modulateurs genetiques 
de severite des beta-thalassemies 

La severite des beta-thalassemies est influencee par dif- 
ferents facteurs. 

4.1. Les facteurs influengant 
I’equilibre entre les chaTnes a et (3 

• Le type de mutation dans le gene HBB : chez les homo- 
zygotes et heterozygotes composites, le tableau clinique 
observe sera avant tout fonction de la combinaison de 
mutations observee. 

• Une alpha-thalassemie associee: en effet, I’inactiva- 
tion d’un ou plusieurs genes a-globine peut corriger 
le desequilibre de synthese des chaTnes de globine en 
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normalisant le rapport a/p. La severite de la thalassemie 
est proportionnelle au niveau de desequilibre entre les 
chaines de globine [9] [10]. 

4.2. Les facteurs genetiques 
influencant la synthese d’hemoglobine 
foetale a Page adulte 

Un facteur present dans le locus p-globine: 

- une mutation dans le promoteur HBG2, couramment 
appelee polymorphisme Xmnl. Des etudes ont montre 
que ce polymorphisme est associe a un taux d’HbF plus 
eleve a Page adulte [11]. 

Autres facteurs presents non lies au locus p-globine: 

- Des polymorphismes d’une region en 6q23 ont ete asso- 
cies a un taux d’HbF eleve [12] [13]. Dans cette region, 
se trouvent deux genes, HBS1 L et cMYB qui jouent un 
role au cours de I’erythropoiese. 

- Une seconde region a ete mise en evidence plus recem- 
ment, au locus 2p15, contenant le gene BCL11A [14]. 
Plusieurs etudes ont montre que des polymorphismes de 
ce gene sont lies a une augmentation du taux d’HbF chez 
des personnes d’origines geographiques differentes [15] 
[16]. Ce gene joue un role dans la regulation des genes 
de globine et notamment dans la repression des genes 
fcetaux a Page adulte [17]. 

3 Traitements 

Les thalassemies majeures et intermediaires sont conside- 
rees en France comme une affection de longue duree (ALD 
n° 1 0) et la Haute Autorite de Sante (HAS) met a disposition 
un Protocole National de Depistage et de Soins (PNDS) 
redige par un groupe de specialistes. II s’agit d’un document 
opposable telechargeable sur le site www.has-sante.fr. 
Les alpha-thalassemies de type hemoglobinose H sont 
en general bien tolerees et ne necessitent pas de prise 
en charge particuliere en dehors de la surveillance du 
taux d’hemoglobine. Les alpha-thalassemies majeures, 
extremement rares en France, sont au contraire le plus 
souvent letales en periode perinatale. La description des 
traitements qui suit concerne done majoritairement les 
beta-thalassemies. 

5.1 . Transfusion et prise en charge 
de la surcharge en fer secondaire 
Ce traitement constitue le traitement conventionnel. Dans 
les formes majeures de thalassemie, il a pour objectif de 
pallier a I’anemie par un regime transfusionnel systema- 
tique pour assurer une croissance staturo-ponderale et 
une vie normale tout en reduisant les manifestations de 
I’erythropoTese inefficace. Le taux d’Hb est maintenu a 
un minimum de 90-100 g/L chez I’enfant et de 80-90 g/L 
chez I’adulte. Les transfusions sont associees a un trai- 
tement chelateur du fer adapte et debute avant Page de 
10 ans afin de prevenir au maximum la surcharge en fer 
secondaire et ses complications cardiaques, hepatiques 
et endocriniennes. Lorsque le traitement chelateur est bien 
observe, les complications cliniques de la surcharge en 
fer sont limitees et I’esperance de vie depasse alors 40 


ans. Toutefois, I’observance du traitement est un probleme 
important, comme dans de nombreuses autres maladies 
chroniques. C’est d’autant plus le cas dans la Thalassemie 
majeure que la surcharge en fer s’installe tres progressive- 
ment, que ses effets se developpent a bas bruit et que les 
effets benefiques du traitement preventif sont des effets a 
long terme et sont done difficiles a apprecier par le patient. 
La morbidity et la mortality de la beta-thalassemie sont 
majoritairement liees a la surcharge en fer post-transfu- 
sionnelle. Les complications cardiaques de la surcharge 
martiale represented la cause de deces la plus frequente 
(environ 71 %) des patients thalassemiques majeurs [18]. 
Dans les formes intermediaires, I’intensite du traitement 
sera adaptee a la severite plus ou moins importante de 
I’anemie. L’objectif du traitement est le meme que dans 
les formes majeures mais les moyenssont plus divers: 
splenectomie, inducteurs d’HbF (hydroxy-uree princi- 
palement), transfusions ponctuelles. La surcharge en fer 
doit egalement etre prevenue meme si le patient n’est pas 
transfuse car I’anemie chronique, en favorisant I’absorption 
intestinale du fer, predispose a I’hemochromatose. 

Le but du traitement chelateur est de maintenir des concen- 
trations tissulaires en fer en dega du seuil induisant des 
lesions cellulaires. II est debute apres 1 0 a 20 transfusions 
ou lorsque la ferritinemie depasse 1 000 pg/L. Un suivi 
para-clinique objectif et regulier de la surcharge en fer au 
niveau du foie et du cceur est necessaire pour adapter au 
mieux le traitement chelateur. 

Le suivi regulier des ferritinemies (tous les 3 mois) est 
le parametre biologique le plus utilise en pratique cou- 
rante. Schematiquement, des valeurs repetees supe- 
rieures a 2500 pg/L exposent fortement aux complications 
cardiaques. 

Les techniques d’IRM hepatique ou cardiaque permettent 
de suivre de fagon efficace et non-invasive la surcharge en 
fer de ces deux organes qui sont les cibles principales de 
I’hemochromatose secondaire. Ces examens sont realises 
tres regulierement chez les patients thalassemiques et per- 
mettent d’ajuster le traitement chelateur. Trois molecules 
differentes sont disponibles pour la chelation du fer, Pune 
administree par voie sous-cutanee lente, la deferoxamine 
et les 2 autres par voie orale, le deferasirox et la deferi- 
prone. Ce traitement doit etre administre pendant toute la 
vie du patient et conditionne sa survie sans complications 
d’organe. Des combinaisons de 2 molecules parmi les 3 
peuvent etre utilisees en cas de necessity d’intensification 
du traitement [19]. 

5.2. Greffe de cellules souches 
hematopoYetiques 

Une greffe de cellules souches hematopoTetiques est 
systematiquement proposee aux patients beta-thalasse- 
miques majeurs s’il existe un donneur intrafamilial HLA 
identique. C’est le seul traitement curatif a ce jour mais 
les complications immediates sont graves et doivent etre 
mises en balance avec I’efficacite du traitement palliatif 
classique. La greffe doit idealement etre proposee dans 
la petite enfance. La probability de survie sans maladie 
apres greffe de moelle osseuse HLA-identique intrafamiliale 
varie de 49 a 94 % selon les etudes. Les resultats chez 
I’enfant sont excellents. 
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5.3. Traitements inducteurs 
de I’hemoglobine foetale (HbF) 

L’HbF, dont la synthese est reprimee au stade adulte, est 
tout a fait capable de remplacer I’hemoglobine adulte. Trois 
classes de medicaments induisent une augmentation de 
I’HbF qui peut attenuer I’anemie: 

- les agents cytotoxiques et/ou hypomethylants parmi 
lesquels on trouve I’hydroxy-uree (HU), la decitabine et 
la 5-azacytidine; 

- les derives des acides gras a chaine courte avec un effet 
inhibiteur des histones desacetylases (HDAC). Les prin- 
cipals molecules de cette classe sont le phenylbutyrate 
de sodium, le butyrate d’arginine et I’isobutyrate; 

- I’erythropoietine recombinante. 

A ce jour, seule I’HU (Siklos®) a obtenu une AMM dans 
I’indication de la thalassemie et est a present utilisee assez 
largement dans les formes intermediates de la maladie 
avec une efficacite chez environ 50 % des patients. Les 
principales indications de la mise sous HU sont I’anemie 
severe et/ou les tumeurs hematopoTetiques extra-medul- 
laires (proliferation ectopique de tissu hematopoTetique) [20]. 

5.4. Therapie genique 

La premiere tentative reussie de therapie genique dans la 
beta-thalassemie a ete realisee en 2007 chez un patient 
thalassemique transfusion dependant [21]. Les cellules 
souches (CD34+) de ce patient ont ete prelevees puis 
modifiees par un vecteur lentiviral contenant une version 
fonctionnelle du gene de la p-globine. Le patient est devenu 
transfuso-independant apres quelques mois et aucun 
processus leucemique n’est apparu. Depuis ce succes, 
plusieurs autres patients ont ete ainsi greffes et sont en 
cours devaluation. 

3 Prevention 

6.1. Le depistage neonatal 

La beta-thalassemie majeure est facilement reperee a la 
naissance chez le nouveau-ne par I’absence totale d’HbA 
et la presence exclusive d’HbF. Toutefois, il n’y a pas d’inte- 
ret a depister a la naissance la beta-thalassemie car les 
enfants naissent en bonne sante, avec un taux d’HbF eleve 
qui ne commencera a chuter en general, qu’apres les 6 
premiers mois de vie. II n’y a pas de mesures preventives 
et la prise en charge se fait a I’apparition de I’anemie. Le 
fait est qu’une autre maladie de I’hemoglobine, la drepa- 
nocytose, est depistee dans le cadre du programme natio- 
nal de depistage neonatal par I’etude de I’hemoglobine, 
car elle peut entraTner des complications mortelles chez 
I’enfant avant I’age de 2 ans et qu’il existe des mesures 
preventives de ces complications. Les techniques d’analyse 
mises en oeuvre pour depister la drepanocytose permettent 
aussi d’identifier les enfants atteints de beta-thalassemie 
majeure. Le resultat de ces decouvertes fortuites est trans- 
mis aux parents pour faciliter le diagnostic au moment ou 
la symptomatologie se met en place. 

6.2. Le depistage pre-conceptionnel 

Les strategies de depistage et de prevention sont extre- 
mement variables d’un pays a I’autre en fonction de la 


prevalence des thalassemies dans la region consideree. 
Schematiquement, dans les pays d’Europe du Sud et du 
Moyen-Orient ou la maladie est frequente, le public et les 
medecins generalistes sont bien informes sur la maladie 
et un depistage systematique des heterozygotes est le 
plus souvent organise en routine, soit en periode sco- 
laire (Italie), soit en periode premaritale (Chypre, Turquie, 
Iran), soit en debut de grossesse. Cette derniere option 
parait la plus efficace a priori car elle survient au moment 
ou un conseil genetique peut etre necessaire mais elle 
presente I’inconvenient de proposer une prise en charge 
tardive, ce qui peut entraTner une mauvaise acceptation 
du conseil genetique et de la possibility de recourir a un 
diagnostic prenatal. Dans de nombreux pays concernes 
par la thalassemie, I’interruption medicale de grossesse 
reste impossible. 

En France, un programme de depistage systematique des 
heterozygotes en milieu scolaire a ete mene dans la region 
de Marseille dans les annees 1980 mais I’experience n’a 
pas ete prolongee pour des raisons financiers [22]. 

6.3. Le diagnostic prenatal 
Le diagnostic prenatal est propose systematiquement aux 
couples a risque de transmettre une beta-thalassemie 
majeure. La caracterisation des mutations doit etre faite 
au prealable mais ne pose en general pas de problemes 
techniques. Le prelevement foetal peut etre realise des 
la 10 e semaine de grossesse et le resultat d'examen de 
diagnostic prenatal est obtenu en une dizaine de jours. 
Une trentaine de diagnostics prenataux est ainsi realisee 
chaque annee pour un risque de beta-thalassemie majeure. 
II est egalement possible de realiser un diagnostic preim- 
plantatoire. Cette option est choisie par les couples soit 
parce qu’ils presentent une infertilite soit en raison d’une 
opposition a une interruption de grossesse. La procedure 
est identique a une FIV. Avant reimplantation, les embryons 
obtenus in vitro sont testes par biologie moleculaire pour 
rechercher les mutations beta-thalassemiques. 

Cette procedure permet d’eviter les risques de fausse- 
couche spontanee dus au prelevement foetal ainsi que 
I’eventualite d’une interruption medicale en cas de foetus 
atteint. Toutefois les taux de succes sont faibles (environ 
20 % de grossesses menees a terme pour chaque tenta- 
tive de FIV). Ne sont reimplantes que les embryons non 
porteurs des mutations ou porteurs heterozygotes. 

[2 La situation epidemiologique 
en France 

En France, la frequence des heterozygotes a I’echelle de 
la population est d’environ 0,5 % avec 9 a 10 naissances 
de formes majeures ou intermediaires de beta-thalassemie 
par an. Ces chiffres masquent neanmoins de grandes dis- 
parites regionales puisque la grande majorite des malades 
est recensee dans les grands bassins urbains (Paris, Lyon 
et Marseille) ou se concentre la majorite de la population 
immigree de pays a risque. Le centre de reference frangais 
des thalassemies a ete labellise en 2006 a I’occasion du 
premier plan National Maladies Rares (www.chu-lyon.fr/ 
web/2652) et est localise a I’hopital de la Timone a Mar- 
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seille. Quatorze centres de competence pour les maladies 
rares du globule rouge, repartis sur le territoire, ont ega- 
lement ete designes en 2008 (liste sur www.orpha.net/ 
orphacom/cahiers/docs/FR/Liste_des_centres_de_refe- 

rencejabellises.pdf). Enfin, depuis quelques mois, une 
filiere ‘Pathologie du globule rouge’ a ete creee dans le 
cadre du Plan National Maladies Rares 2. Son but est de 
coordonner les actions et les projets de recherche futurs 
relatifs au globule rouge et de regrouper les principaux 
acteurs cliniques, biologiques et chercheurs travaillant 
sur ce theme en France afin de rendre lisible I’offre de 
soins aux malades. 

Le registre national de patients 
atteints de thalassemie 

Ce registre a ete mis en place en 2006 a la faveur de la 
creation du centre de reference Thalassemie. II a pour but 
de collecter des donnees epidemiologiques, cliniques et 
biologiques sur les patients thalassemiques vivant sur le 
territoire frangais, atteints de forme majeure ou interme- 
diaire, y compris les patients ayant ete greffes avec succes. 
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Ces donnees sont rendues anonymes et mises a jour 
tous les 2 ans. Le registre repond a certains criteres qui 
lui ont permis d’etre labellise « registre maladies rares » 
et de beneficier d’un soutien financier de I’lNVS et de 
I’lnserm. L’analyse des donnees collectees permet de 
decrire precisement la repartition des malades sur le ter- 
ritoire, d’evaluer la qualite et les evolutions de leur prise 
en charge, de suivre I’apparition de complications rares 
liees a I’augmentation de la duree de vie des patients. 
La constitution de ce registre a eu egalement un role 
tres important dans la diffusion des recommandations 
nationales pour la prise en charge Clinique et facilite la 
realisation d’etudes et d’essais cliniques. Initialement 
destine a recueillir des donnees sur les patients beta- 
thalassemiques, le registre a ete recemment etendu aux 
patients alpha-thalassemiques. 

Actuellement le registre compte 61 2 patients beta-thalasse- 
miques et 80 patients alpha-thalassemiques. Les patients 
sont repartis sur I’ensemble du territoire et beneficient de 
la meme prise en charge quelle que soit la region. 
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Depistage neonatal de la drepanocytose 

Allaf Bichr a , Couque Nathalie 13 , Benkerrou Malika cd 


Resume 


Le depistage neonatal de la drepanocytose, maladie genetique la plus frequente 
en France, permet un diagnostic precoce de toutes les formes de syndromes 
drepanocytaires majeurs (homozygote S, heterozygote composite S/beta- 
thalassemie ou S/C). II est realise a partir d’un prelevement sur papier buvard 
avec une premiere technique de chromatographie liquide haute performance 
et confirme, dans le cas d’une anomalie, par une deuxieme technique de type 
electrophoretique (ou inversement). Le depistage neonatal n’est utile que 
lorsqu’il s’inscrit dans un systeme de soin organise pour la prise en charge 
efficace des enfants atteints. Nous avons realise une evaluation retrospec- 
tive (1 995-2009) des enfants atteints de drepanocytose diagnostiques par le 
depistage neonatal et suivis dans les hopitaux de la region Nord-Francilienne. 
Nous avons recueilli le devenir des patients, la prise en charge et son ade- 
quation avec les recommandations nationales publiees en 2005. L’efficacite 
du depistage pour initier un traitement est tres efficace puisque 98,7 % des 
malades commencent un suivi a un age moyen de 2 mois. Les resultats de 
1 033 patients avec 6776 annees-patient de suivi, dont 742 sont SS/S(3°thal, 
ont ete analyses. La moyenne d’age de la cohorte est de 7,1 ± 3,9 ans. 
Dix-sept patients sont decedes a un age moyen de 1 4,9 mois (rang 0,23-89 mois) 
avec 1 3 deces en rapport avec la drepanocytose observes uniquement chez 
des patients SS. Au total la survie des patients SS/Sp°thal est de 97,1 % a 
15,8 ans (intervalle de confiance a 95 % de 95,2 a 98,3 %). Dans la cohorte, 
la strategie preventive est appliquee selon les recommandations. Tous les 
patients beneficient de I’antibioprophylaxie avec respect du schema vaccinal 
strict pour 81 % des patients. Le risque cumulatif d’accident vasculaire cere- 
bral est de 0,25 (0,1 1 -0,39) pour 1 00 annees-patient. La grande majorite des 
patients (97,3 %) avec une echographie transcranienne ont une intensification 
therapeutique adaptee. Cette analyse retrospective montre I’efficacite de la 
prise en charge d’un nouveau patient drepanocytaire depiste. C’est une etape 
prealable necessaire a la mise en place de mesures correctives. 

Analyse retrospective - depistage neonatal - syndromes drepanocytaires majeurs. 


Cette polymerisation est a I’origine d’une deformation des 
hematies en forme de faucille (drepanocytes) a I’origine de 
la physiopathologie de la maladie. Les syndromes drepa- 
nocytaires majeurs (SDM) regroupent les differentes formes 
article regu le 21 janvier, accepte le 2 fevrier 2016 genetiques existantes de drepanocytose. Ainsi, sont consi- 

© 201 6 - Elsevier Masson SAS - Tous droits reserves. deres comme atteint d’un SDM les patients : homozygote S, 
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El Introduction 

La drepanocytose est une maladie genetique caracterisee 
par la presence d’une hemoglobine anormale, I’HbS, qui a 
la propriety de polymeriser sous sa forme desoxygenee. 
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Summary 

Neonatal screening for sickle cell disease 

Neonatal screening for sickle cell disease (SCD), the 
most common of recessive autosomic hemoglobin 
disorders, allows detection of affected babies (homo- 
zygous sickle cell disease, compound heterozygote 
SC, and S b-thalassemia) in a target population. A dry 
blood sample is obtained by heel stick and analyzed by 
high-performance liquid chromatography as a first-line 
method, followed by isoelectric focusing for confirma- 
tion, whenever a variant haemoglobin is observed on 
first-line method. Screening is only a component of a 
comprehensive system of care, including medical care. 
We conducted a retrospective evaluation (1 995-2009) 
of SCD newborns outcome followed in a multicenter 
hospital-based network between a referral center and 
local specialized teams in the Northern Area of Paris. 
We evaluated patient’s outcomes, medical care, and 
its adequacy to national guidelines published since 
2005. Initial retrieval of SCD babies diagnosed through 
newborn screening was very efficient with 98.7 % 
starting follow-up at a median age of 2 months. Data 
from 1 033 subjects with 6776 patient-years of fol- 
low-up were analyzed among whom 742 had SS or 
Sp° thalassemia. Mean age of the cohort is 7.1 ± 3.9 
years. Seventeen patients died at a median age 14.9 
months (range 0.23-89) with 13 SCD related deaths 
at a median age of 23 months (range 5.5-89), all with 
sickle cell anemia (SS). Overall survival in SS/SbO 
patients was 97.1 % at 15.8 years (95 %IC: [95.2; 
98.3]). In the cohort, preventive strategy was applied 
as recommended. All patients were under Peni V 
prophylaxis with 81 % of long term optimal schedule 
of pneumococcal immunization. The cumulative risk 
of overt stroke was 0.25 per 1 00 patient years (0.1 1 ; 
0.39). 97.3 % of the patients with abnormal TCD 
have correct intensification therapy. The good results 
on SCD mortality and morbidity could be improved 
in this recently immigrated population by programs 
combining a territorial team with educated multi-ethnic 
staff and web-conferences on all at risk patients 
between referral center and local teams. 

Retrospective evaluation - newborn screening - 
sickle cell disease. 
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forme la plus frequente, mais aussi les patients hete- 
rozygotes composites de type S/C, S/p°thalassemie, 
S/p+thalassemie, S/D-Punjab, S/O-Arab, S/E, ou les rares 
heterozygoties symptomatiques type A/S Antilles . 

La drepanocytose est une pathologie grave a prendre 
en charge avant I’apparition des complications severes 
qui peuvent se manifester des 3 mois de vie. Les enfants 
drepanocytaires presented notamment une susceptibility 
accrue aux infections aigues severes par Streptococcus 
pneumoniae (septicemie, meningites, pneumonies), aux 
sequestrations spleniques aigues avec episode d’anemie 
parfois tres severe, aux crises vaso-occlusives (CVO) dou- 
loureuses et a un risque redoutable d’accident vasculaire 
cerebral. Ces complications, parfois inaugurales, sont a 
I’origine d’une morbidity et d’une mortality precoce impor- 
tante. II est maintenant parfaitement etabli qu’une prise 
en charge precoce des sujets atteints induit une reduction 
significative de la morbidity et la mortality [1]. 

L’objectif principal du depistage neonatal de la drepano- 
cytose est de reduire la morbidity et la mortality precoce 
grace a la mise en place d’une prevention efficace chez 
les sujets atteints. Des recommandations nationales de 
prise en charge et de suivi des enfants drepanocytaires 
ont ete publiees en 2005 et revisees en 2010 [2,3]. La pre- 
vention des infections (septicemie, meningite, pneumonies) 
repose sur I’antibioprophylaxie par penicilline V (Oracil- 
line®) a partir de I’age de deux mois associee au respect 
strict du programme vaccinal renforce pour les vaccins 
anti-pneumococciques [4]. La prevention de la mortality 
infectieuse et anemique aigue, notamment les seques- 
trations spleniques, ainsi que la morbidity douloureuse 
repose sur I’education des parents en leur permettant de 
reconnaitre les signes d’aggravation de I’anemie, la pre- 
sence de la splenomegalie, de consulter en cas de fievre 
pour bilan et antibiotherapie bactericide probabiliste anti- 
pneumococcique, d’eviter les situations a risque de crises 
douloureuses et de de les prendre en charge de maniere 
adaptee le cas echeant. La prevention des complications 
cerebro-vasculaires repose sur la realisation systema- 
tique d’echographie-doppler transcranienne (EDTC) a la 
recherche d’anomalie de la vitesse de circulation dans les 
carotides internes et les branches [5]. Elle reste basee sur 
un traitement transfusionnel au long cours. 


Tableau I - Criteres utilises en metropole pour le ciblage 
d’un nouveau-ne a risque de drepanocytose. 


Les deux parents sont originaires d’une region a risque: 

Departements d ’Outre- Mer (Antilles, Guyane, Reunion, Mayotte) 

Tous les pays d’Afrique Noire, Cap Vert 

Amerique du Sud (Bresil), Noirs d’Amerique du Nord, Inde 

Ocean Indien: Madagascar, lie Maurice, Comores 

Afrique du Nord : Algerie, Tunisie, Maroc 

Pourtour mediterranean: Italie du Sud, Sicile, Grece, Turquie 

Moyen-Orient: Liban, Syrie, Arabie Saoudite, Yemen, Oman 

Un des parents est originaire d’une region a risque et I’autre d’un pays d’Asie 

La mere est a risque mais le pere n’est pas connu 

Un des parents a connaissance d’une anomalie de I’Hb chez lui ou dans sa 
famille 


A I’image d’autres pays europeens, les SDM sont fre- 
quents dans les grands centres urbains. Leur frequence 
reflete (’importance et la nature des flux migratoires 
des dernieres annees. Ainsi, la drepanocytose est la 
maladie genetique la plus frequente dans la population 
frangaise avec une incidence de 1/1 708 dans la popu- 
lation generale [6]. 

3 Organisation du depistage 
neonatal de la drepanocytose 
en France 

Le depistage neonatal de la drepanocytose est orga- 
nise par I’Association Frangaise pour le Depistage et 
la Prevention des Handicaps de I’Enfant (AFDPHE). II a 
debute par des experiences pilotes en Guadeloupe et 
en Martinique des 1 981 , et est depuis 1 989 realise chez 
tous les nouveau-nes des Antilles, de Guyane, puis de la 
Reunion et de Mayotte. En metropole, ou il a ete etendu 
progressivement de 1995 a 2000 a I’ensemble du terri- 
toire, le depistage de la drepanocytose est cible et ne 
concerne que les enfants a risque en raison de I’origine 
geographique de leurs parents [7,8]. 

Le depistage de la drepanocytose a ete integre au pro- 
gramme national de depistage systematique deja existant: 
phenylcetonurie qui a commence en 1972, 1’hypothyroTdie 
congenitale depuis 1978, hyperplasie congenitale des 
surrenales en 1995 et complete ulterieurement par la 
mucoviscidose depuis 2002. Ce programme est finance 
et pris en charge par la Caisse Nationale d’Assurance 
Maladie des Travailleurs Salaries (CNAMTS). 

Le depistage neonatal implique la participation de nom- 
breux professionnels de sante intervenant de la nais- 
sance a la maternite jusqu’a la prise en charge et au suivi 
medical a long terme des enfants malades. Au niveau 
des maternites, les sages-femmes ou puericultrices sont 
chargees du ciblage, de I’information et du prelevement 
des nouveau-nes a risque de drepanocytose. Le ciblage 
est base sur des criteres definis essentiellement sur I’ori- 
gine geographique des parents (tableau I). Les nouveau- 
nes sont preleves a 72 h de vie, en meme temps que les 
autres depistages, par prelevement capillaire au talon et 
recueil sur papier buvard. Une premiere partie du buvard, 
detachable, est reservee au recueil des taches de sang. 
La deuxieme partie permet le recueil des informations 
concernant le nouveau-ne: donnees demographiques 
(nom, prenom, date de naissance, sexe), donnees cli- 
niques (poids, terme, transfusion eventuelle) et donnees 
administratives (maternite de naissance, adresse et tele- 
phone des parents pour pouvoir les contacter en cas de 
depistage positif, eventuellement medecin traitant). Les 
prelevements sont achemines par voie postale a tem- 
perature ambiante et a I’abri de I’humidite. Les associa- 
tions regionales, qui represented I’AFDPHE au niveau 
des regions, sont chargees de centraliser, d’enregistrer 
puis de transmettre les prelevements aux laboratoires 
de biologie medicale. Ces laboratoires, au nombre de 
cinq sur la France (CHRU Lille, CHU Marseille et CHU 
Robert-Debre-Paris en metropole; CHU Pointe a Pitre 
et CHU Fort de France Outre-mer), realised les tests 


78 //Revue Francophone des Laboratoires - Avril 2016 - n°481 



LES MALADIES DE L'HEMOGLOBINE 


de depistage et rendent I’ensemble des resultats aux 
associations regionales. En fonction des organisations 
etablies, le laboratoire ou I’association regionale organise 
la prise en charge des enfants depistes atteints d’un SDM 
en les confiant aux pediatres specialises. Les pediatres 
des centres de reference et des centres de proximite 
assurent la prise en charge et le suivi des patients. 

En Ile-de-France, afin d’assurer une prise en charge et 
un suivi au plus pres du domicile des families, c’est le 
laboratoire qui prend contact avec les differents pediatres 
referents ou specialises qui vont ensuite convoquer la 
famille pour realiser I’annonce diagnostique [9]. Sur la 
region parisienne, les centres de references pediatriques 
specialises de la drepanocytose sont au nombre de cinq : 
CHU Bicetre, CHI Creteil, CHU Necker, CHU Robert-Debre 
et CHU Trousseau. Chacun de ces centres est referent 
pour des centres hospitaliers de proximite qui assurent 
la prise en charge et le suivi des enfants drepanocytaires 
de fagon continue. 

3 Resultats et bilan depuis 
le debut du programme 
de depistage en France 

En France, depuis le debut du programme du depistage 
neonatal [6] et jusqu’au 31 decembre 201 4, 4 727 087 nou- 
veau-nes ont ete testes, 6747 enfants atteints de SDM 
ont ete depistes dont 4856 homozygote S (S/S) (72 % 
des SDM depistes), 1 386 heterozygotes composites 
S/C (20,5 %), 479 S/pthalassemie (7,1 %), et 26 autres 
SDM (0,4 %). 

En metropole en 2014, 37,2 % des nouveau-nes ont 
ete cibles pour le depistage de la drepanocytose. Ce 
pourcentage varie de 8,1 % en Bretagne a 69,1 % en 
Ile-de-France, en fonction des flux migratoires existant 
dans la region. 

L’essentiel des malades depistes atteints de SDM se trouve 
en Ile-de-France. Ms represented 69,4 % des malades de 
la metropole et 50,2 % des malades de toute la France 
(metropole et departements d’Outre-mer). 

De plus, le depistage neonatal permet d’identifier les sujets 
sains porteurs d’un mutant d’Hb. Nous citons uniquement 
les mutants les plus frequents dans la population depistee 
(HbS, HbC). 160093 nouveau-nes heterozygotes (HbS, 
HbC) ont ete detectes, avec une incidence de 1/30 dans 
la population testee, en majorite porteurs d’une HbS 
dans 127 851 cas (79,9 %), et 32 242 porteurs d’une 
HbC (20,1 %). Au total, 49,2 % des sujets heterozygotes 
depistes sont en Ile-de-France. 

EJ Techniques utilisees pour 
le depistage de la drepanocytose 

L’objectif principal du depistage neonatal de la drepa- 
nocytose est de reperer les patients atteints de SDM 
pour instaurer une prise en charge appropriee des I’age 
de 2 mois. Les techniques utilisees doivent permettre 
de detecter les fractions normales de I’Hb (HbF et HbA) 
ainsi que les variants d’hemoglobine consideres comme 


cliniquement significatifs HbS, HbC, HbE, HbD-Punjab, 
HbO-Arab notamment. L’objectif secondaire est de depis- 
ter d’autres hemoglobinopathies severes telles que les 
beta-thalassemies majeures et les hemoglobinoses H, 
ainsi que le depistage des sujets heterozygotes. 

En France, les techniques pouvant etre utilisees en premiere 
intention pour le depistage neonatal de la drepanocytose, 
selon les recommandations de la commission technique 
de I’AFDPHE, sont soit I’isoelectrofocalisation (IEF), soit la 
chromatographie liquide haute performance par echange 
de cations (CLHP-EC), soit I’electrophorese capillaire. Tout 
resultat pathologique doit etre confirme par une seconde 
technique (de seconde intention) utilisant un principe analy- 
tique different de la technique utilisee en premiere intention. 
L’ensemble des laboratoires realisant le depistage neonatal 
sont soumis a un controle qualite national. 

Dans notre laboratoire, nous utilisons la chromatographie 
liquide de haute performance sur systeme Variant NBS (Bio- 
Rad), programme « Sickle cell short » comme technique 
de premiere intention (figure 1). Un resultat normal met en 
evidence de I’HbF et de I’HbA en rapport avec le terme; il 
sera rendu FA. En cas de presence d’un variant d’hemo- 
globine (S, C, E, D ou X) ou en cas d’absence d’HbA, une 
confirmation est realisee par technique d’lEF. Un resultat 
pathologique compatible avec un SDM met en evidence 
pour les principaux cas: i) I’absence d’HbA, la presence 
d’HbF et d’HbS (profil FS): compatible avec un SDM de type 
homozygote S ou heterozygote composite S/pthalassemique 
ii) I’absence d’HbA, la presence d’HbF, d’HbS et d’HbC 
(profil FSC) : compatible avec un SDM de type heterozygote 
composite S/C; iii) presence d’HbF et d’HbS > HbA (profil 
FSa) : compatible avec un SDM de type heterozygote com- 
posite S/p+thalassemique. Comme precedemment decrit 
afin d’optimiser le rendu [1 0], pour tous les profils FS, nous 
utilisons un deuxieme programme chromatographie sur un 
systeme Variant II (Bio-Rad) (programme « Ale ») afin de 
depister certains variants semi-rares tels que I’Hb-Hope 
afin de ne pas meconnaitre I’association S/Hope qui ne 
constitue pas un SDM. 

Le defaut de sensibilite («faux negatifs») du depistage 
neonatal doit etre le plus faible possible. Des faux nega- 
tes peuvent se voir dans deux situations principales : une 
grande prematurite ou une transfusion sanguine (chez 
le nouveau-ne ou en antenatal). Dans ces situations, un 
controle du depistage neonatal est alors demande. Le 
defaut de specificite («faux positifs ») est aussi possible. 
Par exemple, un profil FS ne permet pas d’exclure que 
le patient soit en fait heterozygote composite S/PHHF 
(persistance hereditaire de I’HbF) qui ne constitue pas 
un SDM. 

Le resultat du depistage neonatal doit etre confirme par 
une analyse de I’hemoglobine sur un prelevement veineux 
de I’enfant qui sera realise lors de la premiere consultation 
d’annonce avec le pediatre referent de la maladie. II est 
egalement indispensable d’etudier I’hemoglobine des 
parents, afin de faire le diagnostic differential entre un 
SDM de type S/S ou S/ffthalassemie ou, encore d’une 
association S/PHHF [11]. Les prelevements de controle 
doivent etre adresses a des laboratoires specialises dis- 
posal des techniques adequates et connaissant bien 
les anomalies de I’hemoglobine. 
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Figure 1 - Analyses d’echantillons par HPLC et IEF. 



A. Exemple de traces obtenus par HPLC sur Variant NBS® (Bio-rad) : profil normal (FA), profil pathologique compatible avec un syndrome drepanocytaire 
majeur (FS), profil heterozygote AS (FAS), 

B. Exemple de trace obtenu par isoelectrofocalisation. 


3 Evaluation du depistage 
neonatal de la drepanocytose dans 
le Nord-Francilien (NEODREP) 


Apres une premiere etude realisee en 2001 [12], I’objectif 
de cette etude retrospective a ete d’evaluer I’efficacite du 
depistage neonatal de la drepanocytose dans la region Nord 
francilienne avec evaluation de la prise en charge effective 
des enfants atteints et nes de 1 995 a 2009. La conformite 
de la prise en charge de chaque enfant drepanocytaire 
depiste a ete evaluee en se basant sur les recommanda- 
tions de la HAS [2.3]; le taux de mortalite a ete mesure; 
les complications precoces severes et les intensifications 
therapeutiques associees ont ete recueillies. 

5.1. Patients et methodes 
L’ analyse a ete menee sur la cohorte d’enfants drepanocytaires 
diagnostiques par le depistage neonatal de la drepanocytose 
et dont le centre de reference pediatrique etait le centre de 
la drepanocytose de I’hopital Robert-Debre (Paris). Cette 
cohorte concernait des enfants nes de 1995 a 2009 dans 
le Nord Parisien, dans le departement de Seine Saint Denis 
(93) et dans le departement du Val d’Oise (95). 
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Selon les recommandations de la HAS [2], de fagon initiate, 
la prise en charge d’un nouveau patient depiste inclut une 
annonce specifique avec confirmation du diagnostic, qui 
doit avoir lieu avant 2 mois, avec au decours mise en place 
de la prevention des infections (antibioprophylaxie par peni- 
cilline et suivi strict du schema vaccinal complet) et d’une 
supplementation en acide folique. Ensuite, les visites medi- 
cates, initialement rapprochees a 2, 4 et 6 mois, sont espa- 
cees a environ tous les 6 mois. La redoutable complication 
d’accident vasculaire cerebral (AVC) doit etre prevenue par 
la recherche d’une anomalie des flux cerebraux par echogra- 
phie-doppler transcranienne (EDTC) a partir de 1 2-1 8 mois. 
La mise en evidence d’une acceleration des flux, avec une 
vitesse > 200 cm/s, necessite la mise en place d’un pro- 
gramme transfusionnel af in de prevenir I’AVC. Pour les besoins 
de I’etude, un suivi annuel a ete considere comme correct 
des tors qu’il presentait: a) deux visites medicates minimum 
par an, b) un bilan biologique par an, c) chez les patients 
SS/Sp° un EDTC tous les 2 ans des Page de 12-18 mois, 
d) une echographie abdominale tous les 2 ans des I’age de 
3 ans et e) un fond d’ceil tous les 2 ans des Page de 6 ans 
chez les patients SC, des 1 0 ans pour les autres. Les patients 
presentant une vasculopathie cerebrate (AVC ou EDTC patho- 
logique) ou des sequestrations spleniques aigues avant Page 
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de 2 ans doivent beneficier d’un programme transfusionnel. 
Les patients presentant des crises vaso-occlusives severes 
(CVO) necessitant une hospitalisation (> 3 CVO/an) ou > 1 
syndrome thoracique aigu (STA) doivent beneficier d’un 
programme transfusionnel avant Page de 2 ans et d’un trai- 
tement par hydroxycarbamide (HC) a partir de Page de 2 ans. 
Les patients presentant une anemie chronique (Hb < 7 g/ 
dL) doivent beneficier d’un traitement par HC. Une greffe de 
moelle geno-identique est proposee aux patients presentant 
une vasculopathie cerebrale ou des CVO severes persistantes 
malgre un traitement par HC bien conduit. 

Nous avons recueilli les donnees de prise en charge initiale (age 
d’annonce diagnostique, antibioprophylaxie par la penicilline, 
schema vaccinal), les donnees de mortalite et les donnees de 
complications severes precoces qui necessitent une prise en 
therapeutique specifique (> 3 CVO severes/an, > 1 STA, EDTC 
pathologique confirme, AVC et anemie chronique avec Hb 
< 7 g/dL) ainsi que les intensifications therapeutiques (pro- 
gramme d’echange transfusionnel, traitement par HC, greffe 
de moelle geno-identique). L’ensemble des donnees ont pu 
etre recueillies grace a la collaboration active de I’ensemble 
des pediatres assurant le suivi des enfants. 

5.2. Resultats 

Les caracteristiques de la cohorte sont decrites dans le 
tableau II. Entre 1995 et 2009, 1 047 cas ont ete diagnosti- 
ques. Quatorze enfants n’ont jamais pu etre retrouves apres 
le depistage neonatal (soit 1 ,3 %). Au total, 1 033 patients 
ont pu etre evalues avec 6776 annees-patients de suivi et 
un age moyen de la cohorte de 7,1 ± 3,9 ans. Parmi les 
60 patients perdus de vue, la moitie Test au decours d’un 
demenagement. La moyenne d’age des perdus de vue est 
3,2 ± 3,4 ans. Comme decrit par ailleurs [13], les patients 
SC ou Sp+thal sont plus sujets a etre perdus de vue que 
les patients SS ou Sp°thal (11 % vs 3,8 %, p = 0.002). 

La premiere consultation est realisee en moyenne a un age 
moyen de 2,0 [1,5; 2,7] mois avec une grande majorite 
de patients (92,7 %) vus avant 3,5 mois. Tous les patients 
sont mis sous antibioprophylaxie par Peni V ainsi qu’une 
supplementation en acide folique excepte 1 patient. L’anti- 
bioprophylaxie par Peni V a ete arretee chez 8,9 % des 
patients a un age moyen de 11,3 ± 2 ans. Un schema 
vaccinal strict a ete respecte chez 81 % des patients. 

Au total, 17 patients sont decedes a un age moyen de 
1 4,9 mois (min 0,2 et max 89,0). La survie a 1 5,8 ans est de 
97,1 % (intervalle de confiance a 95 % de 95,2 a 98,3) chez 
les sujets SS et Sp°thal et 99,6 % (intervalle de confiance 
a 95 % de 97,4 a 99,9) chez les patients SC et Sp+thal. 
Concernant la cause des deces, on distingue ceux en 
rapport avec la drepanocytose et ceux sans rapport avec 
la maladie. Parmi ces derniers, sont inclus 4 deces dont 3 


Tableau II: 

Caracteristiques de la cohorte. 


ss/sp° 

n = 742 

SC/SP+ 
n = 291 

Total 
n = 1 033 

Genotype 




SS 

713(96,1 %) 

- 

713(69,0%) 

Sp° 

28 (3,8 %) 

- 

28 (2,7 %) 

SD-Punjab 

1 (0,1 %) 

- 

1 (0,1 %) 

sc 

- 

215(73,9%) 

215(20,8%) 

sp+ 

- 

74 (25,4 %) 

74 (7,2 %) 

SE 

- 

2 (0,7 %) 

2 (0,2 %) 

Sexe masculin 

384 (51,8 %) 

156 (53,6 %) 

540 (52,3 %) 

Origine familiale 




Afrique de I’Ouest 

256 (34,5 %) 

119(41%) 


Golfe du Benin 

101 (13,5%) 

85 (29 %) 


Afrique centrale 

216(29 %) 

13(4,5 %) 


Antilles 

93 (13 %) 

47 (16%) 


Autres 

22 (3 %) 

14(5 %) 


Mixte 

54 (7 %) 

13(4,5 %) 


Age (ans) 

7,2 ±3,9 

7,1 ±3,9 

7,1 ±3,9 

Patient-annees de suivi 

4938 

1838 

6776 

Evalues dans les 




2 dernieres annees 

684+1 4*(94,1 %) 

257+1 *(88,6 %) 

941+15*(92,5 %) 

+ statut vital uniquement* 




Perdus de vue 

28 (3,8 %) 

32 (11,0%) 

60 (5,8 %) 

Decedes 

16(2,2%) 

1 (0,3 %) 

17(1,7 %) 

1 * Patients pour lesquels seul le statut vital a ete retrouve. 


| Valeurs indiquees: moyenne ± deviation standard et nombres (pourcentages). 


tres precoces au cours de la periode neonatale (cardiopa- 
thie congenitale, prematurite, infection fceto-maternelle) et 
1 impliquant un suicide par defenestration de la mere avec 
son enfant. Les 1 3 deces en rapport avec la drepanocytose 
ne sont observes que chez des patients SS et sont lies 
soit a des anemies (n = 5, dont 2 au cours d’un voyage en 
Afrique), soit a des infections par Pneumocoque (n = 3), 
soit a un STA(n = 1), soit a une deshydratation (n = 1), soit 
un AVC (n = 1), soit d’origine inconnue (n = 2, dont 1 au 
cours d’un voyage en zone subsaharienne). L’incidence 
de la mortalite (tableau III) de notre cohorte est similaire a 
celles decrites dans les cohortes contemporaines [14-16]. 
Deux caracteristiques sont a noter: i) I’age de la mortalite 
qui reste precoce et ii) les deces au cours d’un voyage 
en zone tropicale. La precocite des deces non liee a la 
drepanocytose est probablement en partie en rapport 
avec les importantes difficultes socio-economiques de la 
region etudiee ou, independamment de la drepanocytose, 
la mortalite neonatale est 1 ,5 fois superieure a la moyenne 
nationale [17]. Les deces survenant en zone tropicale ne 
sont pas decrits dans les cohortes americaines ou anglaises 
[13-15]. Ces deces decrits dans une autre cohorte fran- 
gaise [16], soulignent I’importance de la preparation au 
voyage ainsi que le suivi des consignes medicales [18]. 


Tableau III: Incidence des deces (toutes causes confondues) parmi les patients SS/Sp°. 


Reference 

Localisation 

Suivi moyen 
(annees) 

Nombre de 
patients 

Annees-patient 

suivi 

Nombre de 
deces 

Incidence 

mortalite 

Quinn et al 

Dallas 

9,2 

593 

5819 

29 

0,52 

Telfer et al 

Londres 

7,4 

180 

1542 

4 

0,26 

Bernaudin et al 

Creteil 

6,2 

217 

1609 

4 

0,25 

Neodrep 

Paris Nord 

7,2 

742 

4938 

16 

0,32 
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Tableau IV: complications severes de la drepanocytose 
au sein de la cohorte. 


groupe SS/Sb° 

groupe SC/Sb+ 

Total 


n = 740 a 

n = 291 

n = 1031 a 

- > 3 CVO/an 

97(13,1 %) 

3 (1 ,0 %) 

100 (9,7 %) 

- > 1 STA 

64 (8,6 %) 

- 

64 (6,2 %) 

-AVC 

12 (1,6 %) 

- 

12 (1,1 %) 

- EDTC pathologique 

76 (10,2 %) 

- 

76 (7,3 %) 

- anemie (Hb < 7 g/dL) 

80 (10,8%) 

- 

80 (7,7 %) 

1 a Deux patients exclus car decedes dans les premiers jours de vie 


CVO : crise vaso-occlusive, STA : syndrome thoracique aigu, AVC : accident vasculaire 

cerebral, EDTC: echographie-doppler transcranienne, Hb: hemoglobine. 
Valeurs indiquees en nombre (%). 



(n = 2) n’ont pas beneficie d’une intensification therapeutique. 
Parmi les patients avec une anemie chronique (n = 80), 
un pourcentage relativement bas de patients, c’est-a-dire 
62,5 % (n = 50), ont regu une intensification therapeutique 
essentiellement pour d’autres complications que I’anemie. 
Ainsi I’HC a ete prescrite en premiere intention chez seu- 
lement 18 patients, soit 30,5 % des patients eligibles (n 
= 59) sans pathologie cerebro-vasculaire, ni sequestration 
splenique. 

Des resultats plus complets de cette etude avec mesure de 
I’impact avant/apres la publication des recommandations 
nationales ont ete recemment publies [20]. 


A noter, que chez les sujets SS, les deces en rapport avec 
la drepanocytose sont significativement plus importants 
parmi les patients non-compliants (p = 0.01), c’est-a-dire 
avec un suivi irregulier (plus d’une visite mediale/an non 
honoree). 

Les complications severes observees dans notre cohorte 
sont resumees dans le tableau IV. Cette etude confirme que 
le groupe de sujet SC et S/p+thal presente une evolution 
clinique beaucoup moins severe que les sujets SS/Sp°thal 
[19]. En effet, seulement 1 % des patients SC/Sp+thal 
(n = 3) presentent une complication severe en I’occurrence 
de type vaso-occlusive (> 3 CVO/an). A noter, qu’aucun 
de ces patients n’a beneficie d’une prise en charge thera- 
peutique adaptee pour cette complication. Chez les sujets 
SS/Sp°thal, 69,9 % (n = 517) n’ont presente aucune des 
complications severes recensees. Les complications vaso- 
occlusives severes (> 3 CVO/an) et/ou > 1 STA sont observes 
chez respectivement 13 % (n = 97) et 8,6 % (n = 64) des 
patients. Un AVC est observe chez 1 ,6 % (n = 1 2) des patients 
a un age moyen de 3,5 ans. De plus, 10,2 % (n = 76) des 
patients SS/Sp°thal presentent un EDTC pathologique a un 
age median de 4,4 ans. Enfin, 10,8 % (n = 80) des patients 
ont une anemie chronique (Hb < 7 g/dL). 

Parmi les 100 patients souffrants de > 3 CVO/an, 80 ont 
regu une intensification therapeutique. La therapeutique 
utilisee est en resume I’HC seule pour 58 ou HC et pro- 
gramme transfusionnel pour 1 6. Deux patients ont decline 
le traitement. Au total, 1 8 % des patients (n = 1 8) n’ont pas 
beneficie d’une intensification therapeutique. A noter que 
I’HC a ete prescrite en premiere intention chez seulement 
60 % des patients eligibles avec CVO severe. 

Parmi les 64 patients avec > 1 STA, 58 ont regu une inten- 
sification therapeutique. La therapeutique utilisee est en 
resume: HC seule pour 41 patients, HC et programme 
transfusionnel pour 13. Un patient a decline le traitement. 
Au total, seulement 7,8 % des patients (n = 5) n’ont pas 
beneficie d’une intensification therapeutique. A noter que 
I’HC a ete prescrite en premiere intention chez seulement 
64 % des patients eligibles avec STA. 

Tous les patients ayant subi un AVC sont sous un pro- 
gramme d’echange transfusionnel. Deux d’entre eux ont 
pu beneficier d’une greffe de moelle geno-identique. 
Parmi les 76 patients avec un EDTC pathologique, 73 ont 
regu une intensification therapeutique. La therapeutique 
utilisee est en resume: programme transfusionnel seul pour 
33 patients, programme transfusionnel suivi d’HC pour 
23 patients, greffe de moelle pour 9 patients. Un patient a 
decline le traitement. Au total, seulement 2,7 % des patients 


5.3. Discussion 

Cette cohorte est la plus importante actuellement decrite en 
Europe. Elle est homogene puisque I’ensemble des patients 
ont ete diagnostiques a la naissance et ont beneficie d’une 
prise en charge precoce avec antibioprophylaxie par peni- 
cilline des 2 mois et une couverture vaccinale identique. 
L’organisation mise en place est tres efficace pour assurer 
la prise en charge initiale des patients diagnostiques par le 
depistage neonatal : en effet, 98,7 % des enfants demarrent 
un suivi. Moins de 6 % des patients sont perdus de vue, 
essentiellement au decours d’un demenagement qui doit 
etre mieux anticipe et gere par les equipes soignantes. La 
prise en charge initiale et les preventions sont bien mises 
en place: moyenne d’age a I’annonce de 2 mois, tous les 
enfants sous antibioprophylaxie et programme vaccinal bien 
respecte. Les causes de deces identifies sont essentiel- 
lement I’anemie et I’infection. Les complications precoces 
severes recensees concernent 30 % des patients les plus 
severes SS et SfTthal et 1 % des patients les moins severes 
SC et Sp+thal. L’analyse des intensifications therapeutiques 
met en lumiere une sous-prescription de I’HC, tout particu- 
lierement pour les complications de type anemie chronique. 

3 Conclusion 

Cette analyse retrospective montre I’efficacite de la prise 
en charge initiale d’un nouveau patient drepanocytaire 
depiste. Le depistage est une composante d’un dispositif 
global de prise en charge, incluant les soins medicaux et 
psychosociaux ainsi que la possibility d’offrir un conseil 
genetique. Cette evaluation est un prealable indispensable 
a la proposition d’eventuelles mesures correctrices. 
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QCM 

Evaluez-vous ! 


Ceci est un questionnaire a choix multiples. 

Par consequent, il est possible que certaines questions 
puissent benef icier de plusieurs reponses possibles. 
Dans ce cas, il s’agit de les cocher toutes. 


Q Quelle est la structure de I’hemoglobine A2: 


Oi2$2 

(^282 

□ C. a 2 72 

□ D. p 4 

□ E. 74 


\ 


L 


Quelles propositions s’appliquent 
a I’hemoglobine S: 


□ A. Mutation p6 Glu — ► Val 

□ B. Mutation (36 Glu -► Lys 

□ C. Elle est frequente en Afrique sous forme 

de « trait drepanocytaire» 

□ D. Sa migration en electrophorese alcaline en gel 

est identique a celle de I’hemoglobine D 

□ Elle polymerise plus facilement que I’hemoglobine A 


Parmi les anomalies suivantes, lesquelles sont 
responsables d‘un syndrome drepanocytaire 
majeur? 


□ A. S/C 

□ E C/C 


□ C. S/D-Punjab 

□ D. S/Hope 

□ E S/bO-thalassemie 






L ■ 


Devant une HbA2 = 29 % en CLHP, 
quelle anomalie peut etre evoquee? 


□ A. a-thalassemie avec 3 genes non fonctionnels 

□ B. pO-thalassemie heterozygote 

□ C. Heterozygotie A/D-Punjab 

□ D. Heterozygotie A/E 

□ E Heterozygotie A/Lepore 


1 


L 


Les anomalies moleculaires observees dans les 
anomalies qualitatives de I’Hb: 


□ A. ont ete recemment decouvertes 

□ E sont essentiellement des mutations au niveau des introns 

□ C. alterent la structure d’une chaine de globine 


\ 

□ C ont des consequences physiopathologiques 

qui peuvent etre logiquement interpretees en 
fonction de leur localisation dans la structure 
de l’Hb 

□ E sont frequentes et toujours pathologiques 



Les bases moleculaires des alpha- 
thalassemies: 


□ A Le defaut de synthese des chaines a-globine 
a pour consequence une diminution de 
production des differents types d’Hb 
des la vie fcetale 


□ B. Les a-thalassemies sont rares 

□ C. Les a-thalassemies sont toujours benignes 

□ D. Les anomalies moleculaires responsables 

d’a-thalassemie sont essentiellement des 
deletions 

□ E Un patient atteint d’hemoglobinose H doit etre 

caracterise par biologie moleculaire 



Concernant les patients heterozygotes AS 


En dehors de I’electrophorese de I’hemoglo- 
bine, I’etat bilan biologique des individus AS 
est strictement normal. 


□ B, Du fait de la concentration d’HbS, lors du 

test d’ltano, il n’y aura pas de precipitation 
de I’hemoglobine et le tube restera comme le 
temoin, limpide. 

□ C Aucun suivi n’est recommande. 

□ D. II est important que le conjoint soit depiste et 

un conseil genetique doit etre fourni en cas 
de grossesse. 

□ E Certaines activites peuvent etre source 

de complications et doivent etre evitees. 


Hydroxyuree (HU) 






□ A. La prise d’HU s’accompagne d’une augmen- 

tation du VGM. 

□ B. La prise d’HU peut entrainer une leucopenie. 


v. 


j 
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□ C. La prise d’HU entraine habituellement une augmen- 

tation de I’hemoglobine. 

□ D. C’est le traitement de fond de la drepanocytose qui 

presente le moins d’effets indesirables. 

□ E II faut prevenir les patients que la pleine efficacite 

du traitement prend 3 a 6 mois. 



Un faux d’HbA2 egal a 5 % sans autre anomalie, 
est le signe 


□ A. d’une Hb Lepore a I’etat heterozygote 

□ E d’une p-thalassemie heterozygote 

□ C. d’une a-thalassemie 

□ D. de I’absence d’anomalie de I’hemoglobine 

□ d’un syndrome drepanocytaire majeur 




□ E est realise en meme temps que les autres depis- 

tages (hypothyrol'die, insuffisance surrenalienne, 
phenylcetonurie et mucoviscidose) 

□ C. est realise, en metropole, uniquement dans 

une population «a risque » de drepanocytose 
(depistage cible) 

□ D. necessite la mise oeuvre de plusieurs techniques 

d’etude de I’hemoglobine 

□ E. ne necessite pas de confirmation avant la prise 

en charge medicale 


Un nouveau-ne avec un resultat de depistage 
neonatal de la drepanocytose pathologique, 
compatible avec un syndrome drepanocytaire 
majeur: 




Dans quelles circonstances les resultats de I’etude 
de I’Hb ne sont pas interpretables? 


□ A. Prelevement realise non a jeun 

□ E Transfusion recente (< 120 jours) 

□ C. Pendant un traitement hypocholesterolemiant 

□ D. En cas de grossesse 

□ En cas de tritherapie contre une primo-infection VIH. 



ii 


Le depistage neonatal de la drepanocytose: 


□ A. est realise a partir d’une goutte de sang preleve 
a 5 jours de vie 


□ A. peut presenter des complications des I’age de 

3 mois 

□ E doit beneficier d’une antibioprophylaxie et d’une 

couverture vaccinale complete afin de limiter les 
complications infectieuses 

□ C. ne necessite pas un suivi medical regulier 

□ D. peut presenter un accident vasculaire cerebral 

□ E l peut beneficier au cours de son suivi, en preventif 

ou en curatif, de traitements specifiques tels 
qu’un programme d’echange transfusionnel ou 
d ’ hy d roxy carbarn i d e 


r 

v. 


Reponses aux questions 

Voir en premiere page de la rubrique 
Entreprise Labo, page 88 


a 

J 

J 
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Mat e r ie l 


Probleme pose 


Lors de I’installation d’un nouvel analyseur (COBAS 6000 C501 Roche Diagnostics®), 
un dossier de verification initiale a ete realise pour tous les parametres selon les 
recommandations du SH GTA04. Les valeurs de reference ont ete fixees en fonction 
des donnees des fiches techniques et/ou de references bibliographiques pertinentes. 
S’agissant du dosage des proteines totales, la fiche technique TP2 Total Protein Gen.2 
(version 8.1 de fevrier 2014) ne precise pas si les valeurs de reference indiquees 
correspondent aux proteines seriques ou aux proteines plasmatiques. L’etude des 
references bibliographiques figurant dans la notice technique montre que les valeurs 
retenues ont ete etablies dans le serum. 

On peut se poser 3 questions: 

Quelle(s) demarche(s) devons-nous adopter? 

2 Comment determiner ses propres valeurs de reference? 

3 Comment les interpreter? 


Propositions de reponses et demarches a effectueren pratique 


1 


Les intervalles de reference sont definis par le laboratoire. 
Ce choix doit etre documents. II est possible de se referer a 
I’etat de I’art et/ou aux donnees issues de la litterature (publi- 
cations scientifiques, fiches techniques, recommandations 
nationales ou internationales). II est egalement possible de 
determiner ses propres valeurs de reference. La determina- 
tion des valeurs de reference par le laboratoire peut etre utile 


dans differents cas de figure: 

- examen en portee B (methode adaptee ou mise au point par 
le laboratoire), 

-absence de donnees dans les fiches techniques 
(cas de figure presente ici), 

- necessity de valeurs de reference adaptees a une population 
particuliere (pediatrie, patients dialyses...). 



Une methodologie est proposee par le SH GTA 04 [1]. 
La population etudiee doit etre exempte de pathologie et le 
nombre de dosages realises doit etre superieur a 100. La re- 
partition des concentrations de I’analyte doit etre gaussienne. 
A partir des donnees extraites, sont determines les valeurs 
moyennes (m) et les ecarts types (sd). Les valeurs superieures a 
(m + 2sd) et inferieures a (m - 2sd) sont ecartees, permettant 
de calculer une valeur moyenne tronquee (m t ) et I’ecart type 
tronque (sd t ). L’intervalle de reference retenu par le laboratoire 
est alors: [m t - 2 sd t ; m t + 2 sdj. 

Nous avons applique ce protocole en exploitant les resultats des 
bilans de medecine du travail (visites medicales periodiques des 
personnels des centres medicaux des armees et le centre d’expertise 
principal du personnel naviguant) fixant le postulat qu’il s’agissait 
de patients bien portants. Pour obtenir plus de 100 valeurs, nous 
avons realise ce travail sur une periode d’un an. 


La determination des valeurs de reference des proteines plas- 
matiques a ete realisee a partir de 397 dosages, provenant 
de 13 centres medicaux des armees. Les valeurs obtenues 
etaient comprises entre 61,4 et 83,5 g.L' 1 . Apres calcul des m 
et des sd, la m t et le sd t ont ete calcules sur une population de 
381 patients (100 femmes et 281 hommes). La moyenne d’age 
etait de 38 ans (minimum 1 7 ans, maximum 73 ans). L’intervalle 
de reference obtenu etait de 66 a 80 g.L' 1 . 

La determination des valeurs de reference des proteines se- 
riques a ete conduite sur 184 dosages, provenant de 13 centres 
medicaux des armees. Les valeurs obtenues etaient comprises 
entre 59,7 et 85,7 g.L' 1 . Apres calcul des m et des sd, la m t 
et le sd t ont ete calcules sur une population de 177 patients 
(43 femmes et 1 34 hommes). La moyenne d’age etait de 39 ans 
(minimum 19 ans, maximum 72 ans). L’intervalle retenu par le 
laboratoire etait de 64 a 80 g.L' 1 . 


El Laboratoire de biochimie 

Hopital d’ instruction des armees Percy 
1 01 , av. Henri Barbusse 
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PRATIQUE 



Nephroangiosclerose benigne : arteriolosclerose hyaline (histologie, coloration hematoxyline-eosine, x 30 pour une image 24 x 36 mm). 

Des depots hyalins (proteines seriques) s’accumulent dans la paroi des arterioles (hyalinose), causant son epaississement et son durcissement, allant jusqu’a la stenose. 



Les valeurs obtenues doivent etre confrontees aux donnees 
issues de la litterature ou a I’etat de I’art. Par exemple, pour 
les proteines, les valeurs usuelles des proteines plasmatiques 
doivent etre proches mais legerement superieures a celles de 
proteines seriques (de 1 a 5 g.L' 1 ) en raison de la presence 
du fibrinogene [4, 5]. La population etudiee doit etre repre- 
sentative de la population suivie par le laboratoire (repartition 
homme/femme; age...). Dans notre cas, notre population etant 
majoritairement constitute de patients militaires, la repartition 
homme/femme n’etait pas equilibree (74 % d’hommes pour les 
proteines plasmatiques et 76 % pour les proteines seriques). 
Nous avons calcule les valeurs de reference par sexe ; pour les 
proteines plasmatiques, les valeurs obtenues etaient identiques 
pour les groupes femme et homme, tous groupes confondus; 
pour les proteines seriques, les valeurs etaient differentes selon 
le sexe, mais restaient proches, les valeurs de femmes etant 
plus basses de 1 a 2 g.L' 1 [2]. Cette difference etait inferieure 


a I’incertitude de mesure de notre technique (5,2 % pour des 
valeurs comprises dans I’intervalle de reference). Par ailleurs, 
dans la litterature, il n’y a pas de valeurs usuelles en fonction 
du sexe [2-5]. 

La mediane d’age de la population etudiee etait respecti- 
vement de 38,4 ans et 39,4 ans pour I’etude des proteines 
plasmatiques et des proteines seriques, notre population etait 
done assez jeune. D’apres les donnees de la litterature, il n’y 
a pas de variation significative en fonction de I’age puisque 
I’albuminemie tend a baisser alors que la concentration en 
globulines augmente, sauf lorsque I’apport alimentaire en 
proteines est reduit [2-3]. 

Nous n’avons done pas retenu de valeurs de reference en 
fonction du sexe ni de I’age. Apres analyse critique des 
resultats, le laboratoire peut proposer aux cliniciens des 
intervalles de reference et des interpretations adaptes a 
sa patientele. 


Pour en savoir plus 

[i] Guide de validation des methodes en biologie medicale, document SH GTA 04 
revision 01, Avril 2015, et SH FROM 43. Cofrac section laboratoires, internet: 

http://www.cofrac.fr 

[2 Young DS. Effects of preanalytical variables on clinical laboratory tests, 
3 rd ed Washington DC: AACCPress 2007: 773-776. 


[3] Metais R Proteines. Biochimie Clinique vol 1. 2 e ed. Paris: SIMEP 1990 : 
126-141. 

[4] Dieusaert P. Proteines seriques. Guide pratique des analyses medicales, 4e 
ed. Paris: Maloine 2005 : 1028-9. 

[5] Estepa L. Proteines totales. EMC, Elsevier Masson SAS Paris, encyclopedic 
medico-biologique, 90-10-0790, 2006. 
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CONTENTIEUX 


Chambre de discipline 
Section des assurances sociales 


Nous avons rarement parle des contentieux disciplinaires et de la section des assurances sociales 
dans cette rubrique de RFL, ce que nous faisions regulierement dans «Les Enjeux du Labo». 
L’analyse du rapport d’activite 2014 de I’Ordre des pharmaciens sur ces sujets est I’occasion de 
renouer avec une pratique qui est riche d’enseignements pour les biologistes. 


En complement du rapport d’activite, vous pouvez 
vous connecter a la base de jurisprudence de I’Ordre, 
accessible sur le site de I’Ordre et son Intranet (1) . 

Plus de 400 decisions refletent avec precision la moti- 
vation des juges et le quantum des sanctions adoptees. 

En voici un echantillon: 

• Decisions de la chambre 
de discipline du Conseil national 

Absence de fiabilite et de securite des actes de bio- 
logie medicate - Aggravation de la sanction d’une 
interdiction d’exercer la pharmacie pendant un mois 
dont deux semaines avec sursis, a une interdiction 
definitive. 

Le 28 janvier 201 4, la chambre de discipline du Conseil 
national a estime que le plaignant etait fonde a deman- 
der I’aggravation de la sanction d’interdiction d’exercer 
la pharmacie pendant un mois dont deux semaines 
avec sursis, et a prononce une interdiction definitive 
d’exercer la pharmacie. II etait reproche au Directeur 
du laboratoire de biologie medicale poursuivi, les dys- 
fonctionnements suivants : defaut de recrutement d’un 
Directeur adjoint, insuffisance de I’effectif permanent 
necessaire pour assurer, dans les conditions de secu- 
rite et de qualite requises, tous les postes de travail 
ainsi que les astreintes operationnelles, inefficacite des 
mesures correctives et preventives mises en place pour 
eviter qu’une erreur d’identification du patient ne se 
reproduise, non-respect du guide de bonne execution 
des analyses de biologie medicale (GBEA), ineffica- 
cite des mesures correctives et preventives mises en 
place pour garantir la fiabilite des resultats rendus, 
defaut de parametrage du systeme informatique afin 


Reponses aux questions 

DU QCM (pages 84-85) 


1. B 

7. A, C, D, E 

2. A, C, D 

8. A, B, C, D, E 

3. A, C, E 

9. B 

4. D 

10. B 

5. C, D 

11. B, C, D 

6. A, D, E 

12. A, B, D, E 


J 


Rapport d’activite 201 4 
de I’Ordre des pharmaciens 

Le Professeur Eric Fouassier presente ainsi ce rapport dans son editorial : 

«U annee 2014 s’est averee particulierement riche sur le plan statistique 
car I’ ensemble des contentieux geres par les Conseils de I’Ordre des 
pharmaciens est dorenavant comptabilise. La mission de I’Ordre, qui est 
notamment de veiller au respect par les pharmaciens de leurs devoirs 
professionnels et regies deontologiques, demontre ainsi toute sa valeur 
et son importance et peut desormais etre quantifiee de maniere precise 
par le present rapport d’activite. Parmi les evenements notables, il est a 
signaler la parution du decret relatifaux procedures de controle de I ’insuf- 
fisance professionnelle et aux regies de suspension temporaire des phar- 
maciens, en date du 26 mai 2014, permettant desormais aux Conseils de 
I’Ordre de controler la competence professionnelle des pharmaciens, au 
cours de leur exercice ou a I’occasion d’une demande d’inscription au 
tableau. Ce meme decret a egalement modifie la procedure de suspen- 
sion temporaire d’exercer la pharmacie en cas d’infirmite ou d’etat patho- 
logique rendant dangereux I’exercice de la profession, pour en elargir les 
modalites de mise en oeuvre (expertise, convocation...). II est desormais 
possible pour un Conseil de refuser d’inscrire un professionnel en cas de 
doute serieux sur sa sante. La decision du Conseil saisi est prise dans 
les memes conditions que celles encadrant le refus d’inscription pour 
insuffisance professionnelle du pharmacien. La necessity de disposer 
d’une procedure permettant de traiter efficacement I’ insuffisance profes- 
sionnelle ou I’etat pathologique d’un pharmacien s’imposait a /’evidence, 
mais Lon peut toutefois regretter que la mise en application du decret du 
26 mai s’avere si compliquee et sa lecture si ardue. Ainsi, pres de 7 mois 
apres la parution de ce texte, ces deux procedures, et notamment celle de 
I’ insuffisance professionnelle, sont encore tres peu utilisees, en partie en 
raison des difficultes rencontrees pour les mettre en oeuvre (experts peu 
nombreux, voire indisponibles, incoherences entre certaines dispositions 
du decret...). L’Ordre a saisi recemment le ministere de la Sante a ce 
sujet. Par ailleurs, I ’an nee 2014 a ete marquee par la relance du conten- 
tieux des sections des assurances sociales des Conseils de I’Ordre, a la 
suite de la publication du decret du 26 juin 2013 relatifau fonctionnement 
des juridictions du contentieux du controle technique des professions de 
sante, inserant dans le Code de la Securite sociale de nouvelles disposi- 
tions. Parmi celles-ci, figurent la modification de la composition de ces 
juridictions et de leur mode de saisine, la presence de nouvelles garan- 
ties d’impartialite et la mise a disposition de nouveaux pouvoirs d’instruc- 
tion. Apres une paralysie de plusieurs mois, les sections des assurances 
sociales des Conseils de I’Ordre ont pu de nouveau se reunir de fagon 
reguliere. Le nombre de decisions rendues en premiere instance en 2014 
a augmente de 150 % par rapport a 2013. Une hausse similaire a ete 
enregistree pour les decisions d’appel, puisque la section des assurances 
sociales du Conseil national a rendu 10 decisions cette annee, contre 
aucune en 2013. L’ annee 2014 a tout de meme enregistre une baisse de 
46,5 % du nombre de plaintes deposees devant les sections des assu- 
rances sociales, probablement due a cette periode forcee d’inactivite, 
ainsi qu’a fortiori, une diminution de 29,5 % du nombre d’appels. » 
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de conserver la trace de toute modification 
de dossier en cas d’erreur (notamment 
la reutilisation d’un numero de dossier 
deja attribue), insuffisance des mesures 
mises en place pour assurer I’hygiene 
generale des locaux ainsi que I’hygiene 
et la securite du personnel (absence de 
mesures techniques de prevention et de 
confinement pour eviter I’exposition aux 
agents biologiques pathogenes classes 
dans les groupes 2 ou 3, non-conformite 
de I’utilisation des conteneurs de dechets 
d’activite de soins a risque infectieux, non- 
respect de la reglementation relative a 
I’enlevement des dechets d’activite de 
soins a risques infectieux), non abandon 
de la technique a ecoulement libre pour les 
ponctions veineuses et mauvaise gestion 
des non-conformites. Les juges discipli- 
naires ont estime en appel que ces man- 
quements constituaient une faute et, qu’en 
sa qualite de Directeur, le biologiste pour- 
suivi devait prendre toutes les mesures qui 
s’imposaient pour garantir la fiabilite et la 
securite des actes realises dans son labo- 
ratoire. Outre ces manquements, il a ete 
rappele que I’interesse avait deja fait I’objet 
anterieurement d’une interdiction d’exer- 
cer pendant un mois ferme. La chambre 
de discipline a juge que la persistance 
d’anomalies sur plusieurs annees revelait 
des conditions dangereuses de fonction- 
nement du laboratoire et I’existence de 
risques graves encourus par les patients. II 
a egalement ete reproche au Directeur du 
LBM la violation d’une mesure de fermeture 


administrative pour mise en conformite du 
laboratoire avec la reglementation, ainsi 
que la falsification de documents, demon- 
trant une meconnaissance volontaire des 
regies regissant sa profession. L’appel a 
minima du plaignant a ainsi ete accueilli 
favorablement et a donne lieu a une sanc- 
tion d’interdiction definitive d’exercer la 
pharmacie. Le pharmacien sanctionne a 
forme un pourvoi en cassation devant le 
Conseil d’Etat, assorti d’une demande de 
sursis a execution, qui a ete rejetee par 
un arret du 4 novembre 2014. 

Pratiques deviantes du diagnostic de la 
maladie de Lyme - Interdiction d’exercer 
la pharmacie pendant 2ans. 

Le 30 juin 2014, la chambre de discipline 
du Conseil national a rejete I’appel forme 
par le biologiste responsable et confirme 
I’interdiction d’exercer la pharmacie pen- 
dant deux ans. II etait reproche au biolo- 
giste responsable le fait d’avoir mis en 
oeuvre de maniere irreguliere le diagnostic 
serologique de la maladie de Lyme due a 
une bacterie Borrelia. Ce dernier abaissait 
systematiquement les valeurs des seuils 
de positivite du test de depistage qu’il 
utilisait (test Elisa commercialise par le 
laboratoire Biomerieux), et ce en totale 
contradiction avec les preconisations 
du fabricant. Cette pratique le condui- 
sait a realiser systematiquement depuis 
201 1 un second test de controle par une 
technique differente (Western Blot), fac- 


ture aux caisses d’assurance maladie. 
Les juges d’appel ont considere que le bio- 
logiste devait travailler selon les regies de 
bonnes pratiques correspondant a I’acti- 
vite consideree, en mettant en oeuvre des 
methodes scientifiques appropriees et 
conformes aux donnees actuelles de la 
science. II n’appartient pas a un individu 
isole de remettre en cause ces donnees 
dans sa pratique quotidienne et de faire 
peser sur la collectivite le poids financier 
d’experimentations menees en dehors de 
tout cadre reglementaire et sur des fonde- 
ments scientifiques, en I’espece contes- 
tables. Ms ont egalement considere que 
la faute etait d’autant plus grave que le 
biologiste pratiquait le diagnostic de la 
maladie de Lyme sur une tres large echelle, 
recevant des prelevements a tester de 
I’ensemble du territoire frangais. Par sa 
pratique deviante, il a pu faire croire, a tort, 
a de tres nombreux patients qu’ils etaient 
atteints de ladite maladie. Par ailleurs, de 
nombreux autres dysfonctionnements ont 
ete releves dans le laboratoire de biologie 
medicale et contestes par le biologiste, 
qui soutenait que la plainte se limitait aux 
manquements relatifs au seul diagnostic 
de la maladie de Lyme. La chambre de 
discipline du Conseil national de I’Ordre 
des pharmaciens a rappele qu’elle pouvait, 
a I’occasion d’une plainte disciplinaire, 
connaitre de I’ensemble du comporte- 
ment du professionnel et retenir des faits 
autres que ceux vises dans la plainte, a 
la condition que le poursuivi ait ete en 
mesure de faire valoir sa defense sur ces 
faits, comme c’etait le cas en I’espece, 
dans le respect du contradictoire. 


• Decision de la section 
des assurances sociales 
du Conseil national 

Pratiques deviantes du diagnostic de 
la maladie de Lyme - Interdiction tem- 
poraire de servir des prestations aux 
assures sociaux pendant 2 ans. 

Le 1 8 decembre 201 4, la section des assu- 
rances sociales du Conseil national a juge 
que les plaignants etaient fondes a deman- 
der I’aggravation de la sanction prononcee 
par les premiers juges. Le pharmacien 
biologiste responsable a ete condamne a 
une interdiction temporaire de servir des 
prestations aux assures sociaux pendant 
deux ans, au lieu de douze mois. II lui etait 
reproche plusieurs dysfonctionnements 
lies au diagnostic serologique de la mala- 
S die de Lyme: abaissement systematique 
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du seuil de positivite du test de depistage 
(test Vidas Biomerieux realise par methode 
Elisa), interpretation non-conforme a la 
notice d’utilisation du fabricant (tests ren- 
dus a tort positifs ou equivoques), manque- 
ment dans la validation des resultats des 
examens biologiques dont I’ interpretation 
peut etre differente pour des valeurs iden- 
tiques du test de depistage, facturations 
non justifies de tests de confirmation par 
methode Western-Blot et recours a une 
lecture visuelle des bandelettes reactives 
du test de confirmation en lieu et place 
d’une lecture automatisee par un scanner 
dument parametre. Ces faits, etablis par les 
pieces du dossier, n’ont pas ete contestes 
par le biologiste mis en cause. La sec- 
tion des assurances sociales a considere 
qu’un biologiste devait travailler selon les 
regies de bonnes pratiques correspondent 
a I’activite consideree, en mettant en oeuvre 
des methodes scientifiques appropriees 
et conformes aux donnees actuelles de la 
science. II n’appartient pas a un individu 
isole de remettre en cause ces donnees 
dans sa pratique quotidienne et de faire 
peser sur la collectivite le poids financier 
d’experimentations menees en dehors 
de tout cadre reglementaire et sur des 
fondements scientifiques, en I’espece 
contestables. 

Par ailleurs, le fait que ce pharmacien 
ait ete condamne le 30 juin 2014, par la 
chambre de discipline du Conseil natio- 
nal de I’Ordre des pharmaciens, pour 
des faits de meme nature, a une inter- 
diction d’exercer la pharmacie pendant 
deux ans, est sans influence, dans la 
mesure ou lesdits faits sont intervenus 
posterieurement aux faits reproches 
en I’espece. 

• Arret du Conseil d’Etat 

Responsabilite partagee de la SELARL 
de biologie medicate et de son Direc- 
teur - Note en delibere - Pourvoi rejete. 

Par un arret rendu le 4 juin 201 4, le Conseil 
d’Etat a statue sur le pourvoi forme par 
la SELARL exploitant un laboratoire de 
biologie medicale, contre la decision de la 
chambre de discipline du Conseil national 
de I’Ordre des pharmaciens (CNOP) du 
20 mars 201 2. A cette occasion, il a valide 
I’appreciation faite par la chambre de disci- 
pline, qui avait retenu que les nombreuses 
irregularites constatees dans le labora- 
toire avaient revele de graves problemes 
d’organisation et non de simples erreurs 


ponctuelles, dont etaient responsables 
non seulement le Directeur de la SELARL 
mais egalement celle-ci. La pratique de 
la note en delibere devant les juridictions 
ordinales a egalement ete reconnue* *. Le 
Conseil d’Etat a tout d’abord precise que 
la decision de la chambre de discipline, qui 
avait pris en compte les explications don- 
nees par le Directeur et qui n’etait tenue de 
repondre ni a Pensemble des arguments de 
la societe, ni aux developpements presen- 
ts oralement devant le rapporteur concer- 
nant le reglement interieur de la societe, 
etait suffisamment motivee sur ce point. 
Par la suite, la Haute Juridiction a evoque 
le principe jurisprudentiel reconnaissant la 
possibility de produire une note en delibere 
devant toutes les juridictions administra- 
tives. II a ainsi ete rappele qu’au plus tard 
le jour de I’audience, le President de la 
chambre de discipline est tenu d’informer 
les parties que la decision sera rendue sur 
le siege, c’est-a-dire lue le meme jour que 
cette audience, immediatement apres le 
delibere, afin de leur permettre de produire, 
si elles le jugent utile, une note en deli- 
bere. Cette obligation ayant ete satisfaite 
en I’espece, le moyen tire de ce que la 
juridiction aurait meconnu le principe du 
contradictoire en omettant de proceder 
a cette information a ete ecarte. Enfin, 
les juges de cassation ont rappele que la 
SELARL etait soumise aux dispositions 
disciplinaires applicables aux Directeurs 
et Directeurs adjoints de laboratoire et 
que les poursuites disciplinaires contre 
une telle societe ne pouvaient etre inten- 
tees independamment de celles intentees 
contre un associe exergant en son sein. 
Des lors, le Conseil d’Etat a juge que les 
statuts d’une SELARL et le reglement inte- 


rieur qu’elle se donne pour fixer certaines 
modalites de fonctionnement du ou des 
laboratoires qu’elle exploite ne sauraient 
avoir pour objet ni pour effet d’exonerer 
la societe de toute responsabilite disci- 
plinaire. II a ainsi estime qu’il appartenait 
au juge disciplinaire, saisi d’une plainte 
relative au fonctionnement d’un laboratoire 
et dirigee a la fois contre son Directeur et 
contre la societe d’exercice liberal qui en 
assure I’exploitation, de rechercher les 
elements susceptibles de caracteriser les 
responsabilites de I’un et de I’autre dans 
les manquements commis. En I’espece, 
alors meme que les statuts et le regle- 
ment interieur de la SELARL laissaient 
une autonomie importante aux associes, 
la chambre de discipline du CNOP a pu, 
sans erreur de qualification juridique, esti- 
mer que les dysfonctionnements les plus 
graves resultaient non de la seule gestion 
du Directeur de la societe mais egalement 
de defauts d’organisation engageant la 
responsabilite de la SELARL et qu’ils reve- 
laient une faute de cette societe, s’ajou- 
tant a celles commises par le Directeur 
lui-meme. Le pourvoi a done ete rejete. ■■ 


1. www.ordre.pharmacien.fr/Nos-missions/ 
Assurer-le-respect-des-devoirs-profession- 
nels/Jurisprudence 

* Pour memoire, le juge peut rouvrir les debats 
au vu d’une note en delibere. II y est tenu si 
cette note contient, soit I’ expose d’une circons- 
tance de fait nouvelle et determinate et dont la 
partie qui I’invoque n’a pu en faire etat avant la 
cloture de /’instruction et que le juge ne pourrait 
ignorer sans fonder sa decision sur des faits 
materiel lement inexacts, soit d’une circonstance 
de droit nouvelle ou que le juge devait relever 
d’office. 
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TEXTES JURIDIQUES 


Commission d’enrichissement de la langue frangaise 
(JO du 31/1/2016) 

Vocabulaire de la biologie 

(liste de termes, expressions et definitions adoptes) 

Texte accessible sur: http://www.legifrc 

cidTexte=JORFTEXT000031 94261 1 &dateTexte=&categorieLien=id 


LOIS (JO du 3/2/2016) 

LOI n° 2016-87 du 2 fevrier 2016 creant de nouveaux droits en 
faveur des malades et des personnes en fin de vie 
Texte accessible sur: 

cidTexte=JORFTEXT000031970253&dateTexte=&categorieLien=id 


Ministere des Affaires sociales et de la Sante 
(JO du 3/2/2016) 

Arrete du 28 janvier 2016 relatif a la mobilisation de la reserve 
sanitaire dans le cadre d’une mission d’appui aux agences 
regionales de sante de Guadeloupe, de Martinique et de 
Guyane face a I’epidemie de Zika dans les departements fran- 
gais d’Amerique 
Texte accessible sur: 

cidTexte=JORFTEXT000031 97061 9&dateTexte=&categorieLien=id 

Arrete du 28 janvier 2016 relatif a la mobilisation de la reserve 
sanitaire 

Texte accessible sur: 

cidTexte=JORFTEXT000031970624&dateTexte=&categorieLien=id 

Arrete du 1 er fevrier 2016 portant ouverture au titre de I’annee 
universitaire 2016-2017 du concours d’internat en medecine a 
titre etranger pour les medecins autres que les ressortissants 
des Etats membres de I’Union europeenne, d’un autre Etat 
partie a I’accord sur I’Espace economique europeen, de la 
Principaute d’Andorre ou de la Confederation suisse 
Texte accessible sur: 

cidTexte=JORFTEXT000031 970728&dateTexte=&categorieLien=id 


Decision du 15 decembre 2015 portant suspension de mise 
sur le marche, de distribution et d’exportation des auto- 
mates d’analyses mis sur le marche par la societe FAMECO 
MEDICAL INSTRUMENTS 
Texte accessible sur: 

do?cidTexte=JORFTEXT000031 970735&dateTexte=&categorie 
Lien=id 


Ministere des Affaires sociales et de la Sante 
(JO du 5/2/2016) 

Arrete du 1 er fevrier 2016 modifiant I’arrete du 19 juillet 2001 
portant organisation du concours d’internat en medecine a 
titre etranger 
Texte accessible sur: 

cidTexte=JORFTEXT000031978933&dateTexte=&categorieLien=id 


Ministere de I’Agriculture (JO du 5/2/2016) 

Arrete du 4 fevrier 2016 modifiant I’arrete du 22 juillet 2011 
fixant les mesures techniques et administratives relatives a 
la lutte contre la fievre catarrhale du mouton sur le territoire 
metropolitain 


Texte accessible sur: 

do?cidTexte=JORFTEXT000031 979058&dateTexte=&categorie 
Lien=id 


Ministere de I’Agriculture (JO du 10/2/2016) 

Arrete du 9 fevrier 2016 determinant des dispositions de lutte 
complementaires contre I’influenza aviaire hautement patho- 
gene suite a la detection de la maladie sur le territoire frangais 
Texte accessible sur: ittps://www.lec 

do?cidTexte=JORFTEXT000032000306&dateTexte=&categorie 

Lien=id 


LOIS (JO du 12/2/2016) 

LOI n° 2016-138 du 11 fevrier 2016 relative a la lutte contre le 
gaspillage alimentaire 
Texte accessible sur: 

do?cidTexte=JORFTEXT000032036289&dateTexte=&categorie 

Lien=id 


Ministere de I’Agriculture (JO du 12/2/2016) 

Arrete du 11 fevrier 2016 modifiant I ’arrete du 22 juillet 2011 
fixant les mesures techniques et administratives relatives a 
la lutte contre la fievre catarrhale du mouton sur le territoire 
metropolitain 
Texte accessible sur: 

do?cidTexte=JORFTEXT000032036904&dateTexte=&categorie 

Lien=id 


Ministere des Affaires sociales et de la Sante 
(JO du 12/2/2016) 

Arrete du 2 fevrier 2016 portant nomination et demission 
de membres siegeant au sein des unions regionales de 
professionnels de sante competentes pour les biologistes 
responsables 
Texte accessible sur: 

do?cidTexte=JORFTEXT000032037271&dateTexte=&categorie 

Lien=id 

Ministere des Affaires sociales et de la Sante 
(JO du 13/2/2016) 

Decret n° 2016-44 du 26 janvier 2016 relatif aux societes 
exploitant un laboratoire de biologie medicale prive et aux 
societes de participations financieres de profession liberale 
de biologistes medicaux (rectificatif) 

Texte accessible sur: 

do?cidTexte=JORFTEXT000032047145&dateTexte=&categorie 

Lien=id 


Ministere des Affaires sociales et de la Sante 
(JO du 14/2/2016) 

Arrete du 6 fevrier 2016 relatif a la mobilisation de la reserve 
sanitaire dans le cadre du renfort en matiere d’offre de soins 
apporte aux ARS de Guadeloupe, de Martinique et de Guyane 
face a I’epidemie de Zika dans les departements frangais 
d’Amerique 
Texte accessible sur: h 

do?cidTexte=JORFTEXT000032048093&dateTexte=&categorie 

Lien=id 


Revue Francophone des Laboratoires - Avril 2016 - n°481// 91 







€ntreprise labo 


ECHOS PARLEMENTAIRES | 

MST : s’occupe-t-on des jeunes?| 


Un an apres sa question au ministere de la Sante sur la pre- 
vention des maladies sexuellement transmissibles chez les plus 
jeunes. Michel Le Scouarnec aura regu la reponse... II citait en 
decembre 201 4 une enquete de la Secu des etudiants de la region 
parisienne (SMEREP), selon laquelle 67 % des 
etudiants interroges n’utiliseraient pas syste- 
matiquement de preservatif lors d’un rapport 
sexuel, 31 % affirmant ne jamais se proteger, 
18 % rarement et 18 % souvent. Si la plupart 
avancent I’argument de se proteger des MST 
en utilisant un preservatif, ces ch iff res illustrent 
malheureusement la faiblesse des messages 
de prevention, malgre des campagnes de 
prevention. Les messages-cles sont souvent 
portes par les associations... confrontees a 
une reduction de leur budget de fonctionne- 
ment malgre leur action d’information et de 
prevention vers le public. Quelles mesures 
sont envisagees pour developper et soutenir 
les actions de prevention et d'information sur 
les MST aupres des jeunes et des etudiants, 
des moyens supplemental res seront-ils don- 
nes aux associations ceuvrant en la matiere. 

Reponse rassurante du ministere: des enquetes confirment 
que les jeunes Frangais sont depuis 2001 parmi les jeunes 
Occidentaux utilisant le plus le preservatif: 85 % lors du dernier 
rapport sexuel. Toutefois, I’infection a Chlamydia trachomatis 
est I’infection sexuellement transmissible (1ST) la plus frequente 
chez les eux : elle touche 3,6 % des femmes de 1 8 a 24 ans et 
plus de 2,5 % des hommes de moins de 30 ans. Par ailleurs, 
les messages de prevention doivent etre renforces face a une 
certainebanalisation des risques de sida, qui pourrait en detour- 
ner certains du preservatif. 

II convient de repeter que le preservatif est la meilleure pro- 
tection contre le VIH et toutes les 1ST. Dans ce but, en 2014 la 
TVA sur le preservatif a ete abaissee de 7 % a 5,5 %, au lieu 
de (’augmentation a 10 % prevue a cette date. 

L’lnstitut national de prevention et d’education pour la sante 
(INPES) a engage depuis 2012 une strategie de sante sexuelle 
plus particulierement ciblee sur ce public, avec I’objectif d’ame- 
liorer I’accessibilite, I’offre et la qualite en education a la sexua- 
lite et de promouvoir I’usage du preservatif et le depistage des 
1ST dans une approche globale et positive de sante sexuelle. 
Toutes les campagnes sur les 1ST ou le preservatif visent ce 
public. L’INPES a cree un portail internet unique en direction 
des jeunes: On s’exprime, et a innove avec une campagne de 
depistage des Chlamydiae en ligne: Chlamyweb proposant un 
test d’autoprelevement a domicile (cf. ). 

Cette action a rencontre une large adhesion des 18-24 ans, les 
resultats montrent que I’autoprelevement a domicile quadruple 
le taux de depistage vs le recours au medecin. 

La DGS a des credits pour soutenir les actions nationales d’infor- 
mation, de prevention et depistage, de soutien et d’accompa- 
gnement des associations, en direction de publics prioritaires, 
tels les jeunes. Les actions des associations locales aupres des 
jeunes, presentant un interet regional, peuvent beneficierd’un 


financement des ARS. Des actions supplementaires en direction 
des jeunes pourront etre developpees, avec la participation des 
associations aux missions 1ST des Centres gratuits d’informa- 
tion, de depistage et de diagnostic (CeGIDD). 

J.-M. M. 


[Contraception cTurgence, la mal connue? 


Jean-Noel Guerini appelle I’attention du ministere de la Sante sur 
la contraception d’urgence, expliquant que bien qu’il existe desor- 
mais deux contraceptifs d’urgence en vente libre en pharmacie 
(levonorgestrel et acetate d’ulipristal), un sondage de mars 2015 
revele que les Frangaises de 15 a 50 ans se considered, dans 
leur grande majorite (65 %), mal informees sur I’utilisation de 
la « pilule du lendemain». En effet, 78 % ignored son mode 
d’action, 74 % son efficacite et 73 % les delais dans lesquels 
le contraceptif doit etre pris. Pourtant, selon le Barometre Sante 
2010 par I’lnstitut national de prevention et d’education pour 
la sante (INPES), 24 % des femmes de 15 a 49 ans ayant deja 
eu des rapports sexuels ont utilise la contraception d’urgence 
au moins une fois dans leur 
vie. En consequence, le sena- 
teur souhaiterait savoir com- 
ment le ministere envisage de 
corriger ce defaut d’information 
et de mieux faire connaitre la 
contraception d’urgence aux 
utilisatrices potentielles. 

Reponse du ministere: la 
contraception d’urgence per- 
met d’eviter une grossesse non 
desiree lors d’une situation a 
risque qui peut notamment se 
rencontrer lorsque le moyen de contraception est deficient 
(accident de preservatif, oubli de pilule...). Son recours a ete 
ameliore par I’acces libre en pharmacie, gratuit et anonyme pour 
les mineures. Afin de renforcer ce dispositif, le projet de loi de 
modernisation du systeme de sante prevoit que les infirmieres 
scolaires puissent delivrer la contraception d’urgence sans 
aucune condition restrictive. 

En 2010, 24,4 % des femmes de 15 a 49 ans declaraient avoir 
utilise au moins une fois au cours de leur vie la contraception 
d’urgence, alors qu’elles n’etaient que 1 5,2 % en 2005 et 8,9 % 
en 2000. Neanmoins il existe encore une meconnaissance de 
I’acces et de I’usage de la contraception d’urgence. Aussi 
depuis 2008, 1’lNPES a inscrit dans son programme strategique 
sur la contraception I’objectif suivant: «Augmenter le recours 
a la contraception d’urgence en cas d’oubli, d’echec ou d’ab- 
sence de contraceptif ». De plus, I’lNPES va editer de nouveaux 
materiels d’information, dont une brochure d’information sur la 
contraception d’urgence, qui existe deja pour les departements 
frangais d’Amerique, et un outil ludo-pedagogique digital sur 
le site www.t Deption.fr, pour expliquer et pro- 
mouvoir le recours a la contraception d’urgence. 

La Flaute Autorite de sante (FIAS) a mis a disposition des pro- 
fessionnels de sante une «fiche memo» sur le sujet en 2013 
( ). 

J.-M. M 
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SOS hopitaux de proximite? 


Pierre Laurent (PCF, Senat) attire I’attention ministere de la Sante 
sur la situation extremement fragile des hopitaux de proximite et 
le risque de voir se degrader la qualite des soins. II s’explique. 

Depuis des annees, des contraintes pesent sur le fonctionnement 
et la vitalite des hopitaux de proximite : des dettes, des problemes 
de tresorerie, des emprunts toxiques, qui penalisent de fagon 
alarmante leur capacite de financement (Cour des comptes, 
avril 2014). Des problemes d’attractivite pour le recrutement 
freinent le developpement de I’activite et degradent la qualite des 
soins, notamment dans les disciplines deficitaires en specialistes. 
Ceci oblige les directions a des equilibres financiers perilleux 
entre une reglementation eloignee des realties de la sante et la 
necessity de la continuity des soins et la securite des patients. 


cours d’elaboration qui resulteront directement de ces travaux 
viendront reaffirmer ce role fondamental, et s’accompagne- 
ront d’un financement adapte a leurs specificites, gage de leur 
perennite et de Pindispensable adaptation de leurs prestations 
au service des plus fragiles. 

J.-M. M. 


Quelles fibres pour remplacer I’amiante? 


L’amiante devra etre remplacee, car elle a des utilites incon- 
testables, mais par quoi? Comme nombre de parlementaires, 
Annie David, senatrice, pose la question au ministere de la 
Sante: ses remplagantssont-ils surs? Les fibres de subs- 
titution, telle la laine de roche, ne seraient pas sans risque. 
En 1 988, le Centre international de recherche sur le cancer (CIRC, 
Lyon, Centre OMS), declarait que les fibres minerales pouvaient 
etre cancerigenes, selon 200 etudes internationales. En 1997, 
I’Office parlementaire devaluation des choix scientifiques et 
technologiques (OPECST) evoquait un exces de mortality par 
cancer pulmonaire chez les travailleurs de la production de laines 
minerales et demandait des recherches pour etablir un lien de 
causalite entre prevalence du cancer et manipulation de laines 
minerales. Les conclusions de PINSERM en 1999 etaient iden- 
tiques, de meme en 2001 lors d’un colloque du CIRC, puis en 
2008 encore avec un dossier sur les effets des fibres sur la sante: 
risques demontres d’irritations, de demangeaisons, d’allergies. 
Quant au risque cancerigene, PINSERM considere necessaires 
des etudes plus poussees. Le ministere compte-t-il mener des 
etudes pour definir la dangerosite des fibres de substitution et 
adopter le principe de precaution pour ces produits, tant que 
le risque cancerigene n’est pas ecarte. 


Exemple cite: le CH de Givors, menace de fermeture en 1995 
puis en 2006, aujourd’hui en plein developpement grace a des 
decisions novatrices mises autour d’un nouveau projet medical 
d’etablissement, d’un investissement total de 49 millions d’euros, 
soutenu financierement par PARS. Malgre cette dynamique 
de modernisation et la hausse de I’activite, il est confronts, 
comme la majority des hopitaux de proximite, a des problemes 
de tresorerie et d’attractivite. II doit aussi faire face a la baisse 
de 1 %, decidee par le gouvernement, des tarifs des actes que 
les hopitaux facturent a la Securite sociale, d’ou baisse des 
recettes a activity constante. Alors que les hopitaux publics ont 
besoin de soutien, le projet de loi de sante preconise 3 milliards 
d’euros d’economies, ce qui fragilisera le reseau hospitalier de 
proximite. Le gouvernement va-t-il soutenir les structures hos- 
pitalieres publiques et I’offre de sante en regions? 

Reponse du ministere: le gouvernement s’est engage a un 
effort sans precedent de maTtrise des finances publiques. Le 
ministere de la sante veut y contribuer par une maTtrise de 
I’ONDAM, mais affirme neanmoins ne pas vouloir fragiliser les 
hopitaux de proximite. En prolongement de I’engagement n° 1 1 
du Pacte territoire sante, un nouveau modele de financement 
sera mis en oeuvre en 2016, en coherence avec le role majeur 
qu’ils seront appeles a jouer dans le renforcement de I’offre de 
premier recours. II s’agit d’un modele de financement mixte 
de fagon a tenir compte de leurs specificites et ainsi stabiliser 
leurs ressources. 

Des travaux sont actuellement menes afin de conforter leur 
positionnement specifique dans I’offre de soins, en particulier 
vis-a-vis des populations fragiles. Les textes d’application en 


Reponse du ministere : les fibres minerales artificielles, telles les 
fibres ceramiques refractaires (FCR), sont les principales fibres 
de substitution a I’amiante. Les FCR sont classees cancerigenes 
de categorie 2 par la directive europeenne 97/69/CE, c’est-a- 
dire des substances devant etre assimilees a des substances 
cancerigenes pour I’homme. A ce titre, elles sont soumises a 
des restrictions de mise sur le marche (directive 2001/41/CE). 
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On ne peut done les commercialiser en tant que fibres et pre- 
parations pour le public. 

L’Agence nationale de securite sanitaire de I’alimentation, de 
I’environnement et du travail (ANSES) a ete saisie le 20/7/2004 
pour evaluer I’exposition de la population et des travailleurs aux 
fibres minerales artificielles. Dans ses conclusions (avril 2007) 
I’ANSES indique que I’accessibilite aux FOR et aux fibres de 
verre a usage special reste reduite pour la population generate 
dans des conditions normales d’usage des articles en contenant. 
Par ailleurs, ses travaux ont permis de preciser les produits, 
articles et equipements susceptibles de presenter un risque 
pour les travailleurs. 

Le ministere du Travail a integre plusieurs recommandations 
dans le Plan Sante-Travail, en priorite le remplacement de ces 
fibres par des materiaux moins dangereux (laines d’isolation a 
haute temperature) ou le recours a des procedes evitant de les 
utiliser. Car en application de Particle R. 4412-66 duCode du 
travail, tout agent cancerogene doit etre substitue, si cela est 
techniquement possible, par une substance, un melange ou 
un procede qui, dans ses conditions d’emploi, n’est pas ou est 
moins dangereux pour la sante ou la securite des travailleurs. 

Les FOR ont integre le 19/5/201 1 la liste, definie a Particle 59.1 
du reglement europeen REACH, qui identifie les substances en 
vue de leur inclusion eventuelle dans la liste des substances 
soumises a autorisation. Ainsi un fournisseur d’articles contenant 
des FCR doit fournir au destinataire de ces articles les informa- 
tions suffisantes dont il dispose pour permettre Putilisation dudit 
article en toute securite et comprenant au moins le nom de la 
substance. Le producteur ou importateur d’articles contenant 
des FCR doit egalement signaler a I’Agence europeenne des 
produits chimiques la presence d’une substance dans ses articles. 

Dans le 3 e Plan Sante-Travail est prevue une action visant a 
ameliorer la connaissance des proprietes et facteurs de toxi- 
cite des fibres dont les proprietes peuvent etre similaires aux 
fibres d’amiante. 


J.-M. M. 


Oncologie pediatrique:| 
lui donne-t-on les moyens 


La senatrice Stephanie Riocreux n’est pas la premiere parle- 
mentaire a attirer I’attention du ministere de la Sante sur la pre- 
miere cause de mortality des enfants, le cancer, avec 500 deces 
annuels, et a affirmer que, lorsque le diagnostic est pose, de 
trop nombreux parents et equipes medicates sont confrontes 
a une absence de traitement a tester, comme dans le cas des 
tumeurs du tronc cerebral. De nombreuses associations s’en 
emeuvent, dit-elle. Elle demande quelles mesures sont prevues 
pour garantir un financement perenne de la recherche afin de 
prevenir et de guerir ces formes de cancers pediatriques par- 
ticulierement fatales. 

Reponses du Ministere: chaque annee en France, on diagnos- 
tique pres de 2500 nouveaux cas de cancers pediatriques (1 700) 
et adolescents (700), le taux de survie des enfants est passe 
de 25 % a 80 % en 30 ans. La prise en charge des cancers de 
I’enfant s’effectue en centres de cancerologie pediatrique dis- 
posal d’un environnement integrant les dimensions familiale, 
psychologique, sociale et scolaire specifiques aux enfants. 



Des actions de sante publique sont en cours avec deux registres 
nationaux des cancers de I’enfant: un sur les hemopathies 
malignes (RNHE), I’autre sur les tumeurs solides de I’enfant 
(RNTSE). Une plateforme d’observation des cancers de I’enfant, 
au sein du RNHE a Villejuif, permet d’ameliorer les connaissances 
epidemiologiques des cancers de I’enfant et de I’adolescent en 
lien avec la biologie. Des actions de I’lnstitut national du cancer 
(INCa) et de I’lnstitut thematique multi-organismes cancer (ITMO- 
Cancer) ont ete developpees en biologie, facteurs de risque, 
sciences humaines et sociales, epidemiologie, sante publique 
et facteurs environnementaux et genetiques lies aux cancers. 

Quarante essais cliniques sont actuellement ouverts aux inclu- 
sions d’enfants atteints de cancer, dont 1 1 essais pour les cancers 
cerebraux de I’enfant, beneficiant d’un financement significatif. 
Ainsi, entre 2007 et 201 1 , leur financement a ete de 38 millions 
d’euros sur un budget estime au total de 350 millions d’euros, 
soit pres de 1 0 % du financement de la recherche sur le cancer. 
Des recherches multidisciplinaires rapprochant immunologie et 
la biologie des cancers permettent de developper une approche 
integree en immunotherapie. 

Des associations de parents se sont par ailleurs investies dans 
le soutien a la recherche, dans I’amelioration de la qualite des 
soins, de la prise en charge des jeunes patients et de I’accompa- 
gnement de leurs families. Un guide d’information «Mon enfant 
a un cancer » publie en 2009 a ete actualise en 2014 par I’lNCa 
( r). 

Le Plan Cancer prevoit d’identifier et labelliser des centres de 
reference au niveau national pour la prise en charge des enfants 
presentant des tumeurs rares. II s’agit de mettre en place une 
organisation nationale, reposant sur des centres de reference 
labellises INCa, pour assurer une therapeutique adaptee dans 
des equipes specialisees en cancerologie des enfants, en cas 
de cancers tres rares ou de recours a des techniques tres 
specialisees. Des partenariats avec I’industrie pharmaceu- 
tique seront developpes pour accelerer la prise en compte 
des cancers rares et des cancers pediatriques. Pour I’acces 
aux medicaments innovants, le Plan encourage une politique 
de priorites du developpement de medicaments, prenant en 
compte la cancerologie pediatrique.M 

Jean-Marie Manus 



